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DESCRIPCION
Procedimiento para el aislamiento de urea mientras se elimina el CO» nocivo
La presente invencion hace referencia a un método para el aislamiento de urea en muestras de sangre.

La urea es un compuesto organico que en el organismo humano equivale a un producto final del metabolismo de los
compuestos de nitrégeno. En el hombre la urea es eliminada con la orina.

La formacién de urea se lleva a cabo preferentemente en las células del higado y parcialmente en los rifiones. En la
formacion de urea en el cuerpo aparecen distintas enfermedades que pueden producir dafios considerables. La
determinacién de la formacion de urea es un indicador de la funcion del higado, por ejemplo, en los trasplantes de
higado o trasplantes de células del higado.

Tuchman y cols., Pediatric Research 2008(64), pagina 213 describen, por ejemplo, un defecto de la N-acetil
glutamato-sintasa y el analisis de la formacion de urea.

Para medir la formacién de urea los Pamentes recibian por via oral acetato sodlco15narcado con °C, que conduma a
la formacién de urea marcada con C del acetato marcado con °C se forma CO», que se transforma en 3c-
fosfato de carbamoilo y a continuacién en BC-urea.

La mayoria de elementos quimicos existen en la naturaleza como mezclas de varios is6topos estables o
radioactivos. Las frecuencias de los isétopos se indican normalmente incluso en los estudios de trazas con
compuestos enriquecidos en la unidad del porcentaje de atomos (% atomos) o bien en J)pm Para describir las
variaciones de Ias frecuenmas naturales existe la escala relativa Delta en tanto por mil ("/o0). Los valores & (por
ejemplo, 5'%c, "N, &' ) se definen como Ia dlferenC|a del correspondiente cociente de isétopos R [(isétopo
pesado)/(isotopo ligero)], por ejemplo, R%c= [ C]/[ C]) de la muestra frente a un estandar, con respecto a este
estandar.

El valor 5"°C se calcula, por ejemplo, conforme a:

R, . —R R
613C — Prob]; Srandurd . 1000 = ( Probe _1) . 1000

Standard Srandard

El estandar para el carbono es una cal, PDB (Pee Dee Belemnite). Al incorporar CO; a la fotosintesis se empobrece
el carbono en °C. La mayoria de plantas reducen el CO; en hidratos de carbono por medio de la via del C3 o de
Calvin-Benson. Esto conduce a que la biomasa de C3- glantas (a estas pertenecen las plantas utiles, arroz, patatas,
soja, remolacha y cereales) presente unos valores 5"°C del orden de -24 hasta -32%o. Otras plantas fijan el CO»
segun la V|a del C4 o Hatch-Slack. Los valores 5'°C de los productos de C4 -plantas- (maiz, mijo, remolacha) tienen
valores 5'°C del orden de -10 hasta -16%.. Por esta razon los valores 5'°C pueden ser utilizados para examinar el
origen y la originalidad de las sustancias organicas.

La determinacion del valor '°C de plasma-urea se lleva a cabo habitualmente mediante una reaccion de la urea en
CO3 con ayuda de un enzima. Por lo tanto es importante que la soluciéon de urea aislada del plasma esté exenta de
CO; extrafio. En general el CO2 se encuentra en el plasma como CO:, libre disuelto o como CO; ligado en forma de
bicarbonato. Una liberacion completa del plasma de CO2 no es facil; ademas se debe evitar que en el aislamiento se
introduzca CO; en la muestra.

Para el aislamiento de la urea del plasma sanguineo Tuchman y cols. Tuchman y cols. emplearon un método con los
pasos siguientes:

Una muestra de plasma de 0,5 ml se mezclaba con 0,5 ml de H>O y 40ul de acido perclérico del 60% y se separaba
la proteina precipitada. A continuacion se agitaba el recipiente durante 30 minutos, para permitir la liberacion del
CO,. Después de trasladar la mezcla a un nuevo recipiente se ajustaba el pH en el intervalo de 6 hasta 7 con 300 pl
de KOH 1M y se separaba el perclorato potasico precipitado. Se eliminaba el resto del bicarbonato con ayuda de
una columna de intercambio i6nico.

La columna se lavaba con 1 ml de HCI 10mM vy el eluido se secaba en un recipiente de vidrio a 80°C. La muestra se
agitaba durante la noche en un recipiente cerrado, en el cual se colocaba una pieza de gasa empapada con
hidréxido sédico para recoger los residuos de CO»..
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A continuaciéon se lavaba el recipiente con helio y se tapaba con un tapén de goma impermeable al aire. Se
inyectaban 400 pl de tampdn de fosfato potasico 0,5M pH 6,0 con 3 mg de ureasa-enzima/400 pul a través del tapon
de goma. Al cabo de una hora se reallzaba una adicion de 100 pl de acido fosforico 20%, para liberar el CO- e
interrumpir la reaccién de la ureasa. El *CO; liberado se media con ayuda de un espectrémetro de masa (IRMS) de
relaciones isotopicas.

Las investigaciones realizadas por la solicitante han demostrado que el método anteriormente descrito es muy
sensible. Multiples fuentes de CO; extrafio pueden falsear los valores delta del CO, formado en la urea, medidos en
este procedimiento. Es ademas muy costoso y lento. Debido a la escasa producciéon de urea se necesita un volumen
mayor (0,5 ml) de plasma. Esto puede acarrear problemas en los nifios. En una validacién cruzada con Estados
Unidos y Europa no se han observado diferencias comprensibles en los resultados.

Comparando los valores 3"C del CO; producido por la urea se puede constatar que en el método descrito por
Tuchmann y cols. para eI aislamiento de la urea del plasma, la eliminacién del CO2 nocivo no se consigue por
completo. Los valores 5"*C observados por Tuchmann y cols. son muy bajos -25 hasta -26%o..

La urea natural en plasma tiene un valor 5"°C de -19 hasta -23%o, dependiendo de la nutricion.

El cometido de la invencion consistia en preparar un método que superara algunos de los inconvenientes del método
conocido.

El cometido se resuelve mediante un método para aislar urea y eliminar el CO, en las muestras de plasma, que
comprenda las etapas siguientes:

a) Preparar una muestra de plasma que contenga urea

b) Afadir un acido para eliminar parcialmente el CO»

c) Liofilizar la muestra para eliminar el CO, y obtener una muestra seca

d) Redisolver la muestra seca y neutralizarla a un pH de 4 hasta 7, preferiblement de 4 hasta 6,9, en particular
de 4 hasta 6, con una solucion tampén

El punto de partida para el aislamiento de la urea en una muestra de plasma es una muestra de plasma que
contenga urea. Las muestras de plasma se pueden obtener de forma conocida a partir de muestras sanguineas.
Debido a la elevada reproducibilidad del método conforme a la invencién son suficientes muestras de plasma con un
volumen del orden de 0,2 hasta 0,3 ml, pero también se pueden emplear mayores cantidades.

La muestra de plasma contiene al menos urea con una relacion natural de is6topos. Ademas se puede mezclar con
urea enriquecida en 3C. Pero también se puede enriquecer si se le afiade acetato o bicarbonato marcados con 3c.
Se pueden administrar asimismo sales tolerables, por ejemplo, sales de sodio o potasio.

De acuerdo con la invencidon se mide la urea haciendo reaccionar la urea con ureasa para la liberacion de COo,
habiendo eliminado previamente el CO; existente.

En una configuracion de la invencién se realiza inicialmente una filtracion. Para ello se afiade disolvente para la
precipitacion, por ejemplo, acetonitrilo y/o acido férmico. Mediante esta filtracion se pueden separar protelnas y
lipidos del plasma. Para ello son especialmente adecuadas las conocidas columnas hybrldSPE , que son
comercializadas por la empresa SUPELCO. Estas son también especialmente adecuadas para la eliminacién de
fosfolipidos.

Sin embargo, también se ha demostrado que se puede prescindir de la etapa de separacion de proteinas y lipidos
del plasma y se pueden obtener valores reproducibles igualmente buenos. La renuncia a la etapa de filtracién ahorra
tiempo por un lado y también gastos por otro lado.

De acuerdo con la invencion se afiade un acido. Mediante la adicién de &cidos se separa una parte del CO- de la
muestra de plasma. Por ejemplo es apropiada la adicién de acido fosférico en una concentracién de
aproximadamente un 20%. Respecto a una muestra de plasma de 0,3 ml es suficiente con una cantidad de 50 ul de
acido (por ejemplo, acido fosforico). Naturalmente también se pueden emplear otros &cidos.

Una etapa esencial del método conforme a la invencion es la correspondiente liofilizacion de la muestra. La
liofilizacion es un procedimiento en el cual se congela una muestra y se sublima en el vacio el agua contenida en
ella. Este método es especialmente adecuado para la eliminacion de las cantidades residuales de CO2 en la
muestra.

A continuacién la muestra obtenida se disuelve y se lleva a un pH entre 4 y 7, preferiblemente entre 4 y 6,9, en
particular entre 4 y 6, y especialmente entre 5 y 6. Para el ajuste del pH son adecuadas las soluciones tampdn, por
ejemplo, las soluciones tampoén de fosfato con un pH de 9,0. También se pueden emplear otras soluciones tampon.
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La sosa potasica empleada en Tuchman y cols es poco favorable puesto que contiene cantidades parcialmente
elevadas de CO..

En una configuracion de la invencién y después de disolver las muestras secadas, se desgasifican para eliminar los
residuos de CO, de la adicion del tampdn. Es especialmente adecuado utilizar un vacio entre 1 y 10 mbar durante 2
hasta 3 horas.

El resultado del procedimiento es una muestra que todavia contiene la urea del plasma, pero que basicamente esta
libre del CO; del plasma.

Para determinar el porcentaje de isétopos de la urea se recurre ahora a un método conocido que es la reaccion con
ureasa:

La muestra de nuevo disuelta se lava con un gas protector, por ejemplo, helio, nitrégeno o argén y se cierra
herméticamente. A continuacion se efectia una adiciéon de ureasa para que se forme el CO, de la urea existente.
Por ejemplo, es apropiada una ureasa como la comercializada por la empresa Sigma. Se ha demostrado que es
especialmente adecuada una cantidad de 20 hasta 100 unidades de ureasa para una muestra de plasma de 0,3 ml.

Seguidamente se realiza una incubacion de la soluciéon. Se ha demostrado que una temperatura de 36°C durante
unos 60 minutos son los valores mas apropiados para la incubacion.

Luego se afiade un acido para interrumpir la posible reaccion de la ureasa. Adicionalmente se liberara el CO;
formado mediante la adicién del &cido. Para una muestra de plasma de unos 0,3 ml de volumen se requiere el
empleo de 100 pl de acido fosférico del 20%. En el recipiente hermético al gas se libera ahora el CO; procedente de
la reaccion de la urea en el plasma. Ahora se puede determinar el cociente de is6topos del CO». Para este calculo es
especialmente adecuado el IRMS. En el IRMS se mide la relacién entre Bc y '2C con respecto a un patron, tal como
se ha indicado antes.

Para efectuar correctamente la prueba es importante que antes de la adicién de ureasa se compruebe si la solucién
esta libre de CO,. Por ejemplo esto se puede realizar por medio de una espectroscopia IR-MS.

En una aplicacién de la invencion se administrara al paciente sustancias marcadas con Bc para medir la cinética de
la formacion de urea, para determinar la formacién de urea marcada con 3C. En una configuracion preferida de la
invencion se determina una cinética tal, que inicialmente se extraiga una muestra de sangre, antes de que un
paciente injiera un precursor de urea marcado con Bc (valor basal), a lo que seguira una o varias extracciones de
sangre después de que el paciente haya injerido el precursor de urea marcado con Bc.Se puede verificar aqui la
formacion de urea marcada con "°C.

De acuerdo con la invencion, se pueden emplear cantidades de plasma entre 100 y 200 o bien 200 y 300 ml, es
decir, en comparacion con el método de Tuchman, es suficiente una muestra de sangre con la mitad de volumen. En
particular si se emplea una cinética y se emplea el procedimiento en nifios, es preferible que las cantidades de
sangre extraida sean lo mas pequefias posible. En comparacién con el método de Tuchman y cols. el procedimiento
conforme a la invencion tiene una mayor reproducibilidad y es menos costoso.

La presente invencion hace referencia a los aspectos siguientes en una configuracion especialmente preferida :

Aspecto 1: Procedimiento para el aislamiento de urea y eliminacion de CO, de las muestras de plasma, que
comprende los pasos siguientes a) Preparar una muestra de plasma, b) afiadir un acido para liberar parcialmente el
COy, c) liofilizar la muestra para eliminar mas CO- y obtener una muestra seca, y d) redisolver la muestra seca y
neutralizarla a un pH de 4 hasta 7, preferiblemente de 4 hasta 6,9, en particular de 4 hasta 6, con una solucién
tampon.

Aspecto 2: Procedimiento conforme al aspecto 1, que se caracteriza por que antes de la adiciéon de un acido en el
paso b) se realiza un filtracion.

Aspecto 3: Procedimiento conforme al aspecto 1 6 2, que se caracteriza por que después del paso d) la muestra se
desgasifica a una presion reducida.

Aspecto 4: Procedimiento conforme al menos a uno de los aspectos 1 hasta 3, que se caracteriza por que la muestra
en el paso d) se ajusta a un valor de pH de 5 hasta 6.

Aspecto 5: Procedimiento conforme al menos a uno de los aspectos 1 hasta 4, que se caracteriza por gue la muestra
de plasma procede de un probando o paciente, que ha injerido un precursor de urea marcado con 3C antes de la
extraccion.
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Aspecto 6: Procedimiento para determinar la relaciéon de isc')topos-13C de la urea en una muestra de plasma que
comprende los pasos de aislamiento de la urea mediante un método conforme a uno de los aspectos 1 hasta 5, el
lavado con gas protector, la adicion de ureasa para formar el COo, la incubacion, la adicion de un acido para liberar
el CO, formado y la medicion del cociente de |sotopos- 3C del CO;, liberado.

Aspecto 7: Procedimiento para el diagnéstico del metabolismo de la urea que comprende los pasos de preparacion
de una primera muestra de plasma de un paciente, la determinacién del cociente de |sotopos- %C de urea en la
primer muestra de plasma segun el aspecto 6, la preparacién de al menos otra muestra de plasma, procedente del
paciente, en la que el paciente ha |nJer|d0 un precursor de urea marcado con 3C antes de la extraccion, la
determinacion del cociente de |sotopos- 3C de la urea en al menos otra muestra de plasma conforme al aspecto 6 y
la cuantificacién de la cantidad de urea formada mediante el cociente de |sotopos- 3C en la primera muestra de
plasma y en al menos otra muestra de plasma.

Aspecto 8: Procedimiento conforme al aspecto 7, que se caracteriza por que al menos se emplean otras dos
muestras de plasma mas.

Aspecto 9: Procedimiento conforme al aspecto 8 6 9, que se caracteriza por que las otras muestras de plasma se
han extraido en el intervalo de 15 a 240 minutos, después de que el paciente hubiera ingerido el precursor de urea
marcado con "°C.

Aspecto 10: Procedimiento conforme a uno de los aspectos 8 6 9, que se caracteriza por que las otras muestras de
plasma son extraldas en un intervalo de 15 minutos, después de que el paciente hubiera ingerido el precursor de
urea marcado con '°C.

La presente invencion se refiere en particular a los aspectos siguientes A), B), C), D), E), F), G), H), I):

Aspecto A): Procedimiento para la determinacion de urea en muestras de plasma que comprende los pasos
siguientes a) Preparar una muestra de plasma que contiene urea, b) afiadir un acido, c) liofilizar la muestra para
eliminar el CO, y obtener una muestra seca, d) redisolver la muestra seca y neutralizarla a un pH de 5 hasta 7 con
una solucién tampén, e) lavar o enjuagar con gas protector, f) afiadir ureasa para crear CO», g) incubar, h) afadir un
acido para liberar el CO; formado y i) determinar el cociente de isétopos del CO; liberado.

Aspecto B): Procedimiento conforme al aspecto A), que se caracteriza por que antes del liofilizado se realiza una
filtracion.

Aspecto C): Procedimiento conforme al aspecto A) 6 B), que se caracteriza por que después del paso d) la muestra
se calienta a una temperatura entre 40 y 70°C.

Aspecto D): Procedimiento conforme a al menos uno de los aspectos A) hasta C), que se caracteriza por que se
emplea el método IRMS para la determinacion del cociente de is6topos de COo.

Aspecto E): Procedimiento conforme al menos uno de los aspectos A) hasta D), que se caracteriza por que antes de
extraer una muestra de plasma se ha administrado acetato marcado con 3c.

Aspecto F): Procedimiento conforme al menos uno de los aspectos A) hasta E), que se caracteriza por que la
muestra se ajusta a un pH de 5 hasta 6 en el paso d).

Aspecto G): Procedimiento para el diagndstico del metabolismo de la urea que comprende los pasos de extraer una
muestra de sangre de un paciente, obtener una muestra de plasma de la muestra sanguinea, determinar la urea en
la muestra de plasma segun el procedimiento conforme a uno de los aspectos A) hasta F), administrar un precursor
de urea marcado con C extraer al menos dos muestras de sangre en un intervalo de tiempo y determinar la urea
para la obtencion de las muestras de plasma de las muestras de sangre mediante un procedimiento conforme a uno
de los aspectos A) hasta F).

Aspecto H): Procedimiento conforme al aspecto G), que se caracteriza por que tras administrar el precursor de urea,
se extraen al menos dos muestras de sangre durante un periodo de tiempo de al menos 120 minutos,
preferiblemente al menos 240 minutos.

Aspecto 1): Procedimiento conforme al aspecto G o H), que se caracteriza por que entre las dos extracciones de
muestras de sangre transcurre un intervalo de 10 hasta 20 minutos.

Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la reproducibilidad del procedimiento conforme al ejemplo 3.
La figura 2 muestra la curva de calibracion del experimento Spiking conforme al ejemplo 4
La figura 3 muestra la reproducibilidad del procedimiento conforme al ejemplo 5.
La figura 4 muestra la curva de calibracién del experimento Spiking conforme al ejemplo 6
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Las figuras 5 y 6 muestran los resultados de la medicién de la formacion de urea conforme al ejemplo 7.
El procedimiento se aclara mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1: Aislamiento de urea con filtracién

De una muestra de sangre se ha extraido plasma. 300 ul de plasma se han diluido con 200 ul de agua desionizada.
A la muestra se han afiadido 100 pl de acetonitrilo con acido férmico del 1%. En el recipiente se ha formado un
precipitado. Las muestras se han filtrado a través de una columna HybridSPE.

El filtrado se mezclaba con 50 pl de acido fosférico 1M, se congelaba vy liofilizaba. La muestra se ajustaba a un pH
de 5,5 con una solucién de tampon fosfato desgasificada 0,5M de pH 9. El recipiente para las muestras (Vacutainer)
se lavaba con gas helio. A continuacién se efectuaba la adicion de 70 pl de una solucién que contiene 15 mg/ml de
Jack Bean Ureasa tipo Il de la empresa Sigma en tampon fosfato. La muestra se incubaba durante una hora a 36°C.
Seguidamente se inyectaban 60 pl de &cido fosférico del 20% a través del tapdn, para parar la reaccion de ureasa y
liberar CO,. A partir del CO; liberado se efectuaba la determinacién del cociente de is6topos por medio de IRMS.

Ejemplo 2 : Aislamiento de urea sin filtracion

El procedimiento se llevaba a cabo como en el ejemplo 1, y generalmente no se realizaba la adicién de acetonitrilo y
de acido férmico ni tampoco la filtracion, es decir, se liofilizaba directamente la muestra de plasma tras la adicién del
acido. El otro método se realizaba de forma idéntica.

Ejemplo 3 : Reproducibilidad del procedimiento

Una muestra de plasma se subdividia en cinco muestras que se sometian al procedimiento por separado segun el
ejemplo 1. Cada muestra de CO, obtenida se media cinco veces. Las diferencias son minimas, comparad con la
figura 1.

Ejemplo 4: Experimento Spiking

A las muestras de plasma del ejemplo 1 se afiadia urea marcada con 3C del 99% en una cantidad de 0,01 mg, 0,25
mg, 0,5 mg, 0,1 mg, 0,2 mg, 0,3 mg y las muestras se trataban conforme al procedimiento 1. La figura 2 muestra los
correspondientes valores de medicion. La curva de calibracion se basa en una recta con un coeficiente de
correlacion de 0,99923.

Ejemplo 5: Reproducibilidad

La medicién de la reproducibilidad conforme al ejemplo 3 se repetia para el procedimiento sin filtro conforme al
ejemplo 2. La figura 3 muestra los resultados. Existe también aqui una reproducibilidad sorprendente.

Ejemplo 6: Experimento Spiking

Se repetia el experimento Spiking conforme al ejemplo 4, de manera que se empleaba el procedimiento conforme al
ejemplo 2. La recta de calibracion correspondiente se puede ver en la figura 4. Su coeficiente de correlacién
equivalia a R=0,99959

Ejemplo 7: Medicion de la formacién de urea

Se extraia sangre de dos probandos y se fabricaba plasma a partir de 300 yl de plasma. Se aislaba la urea
siguiendo el procedimiento conforme a la invencién y se determinaba la relacion de isétopos 3¢/"2C de la urea.

Para ello se media cada muestra cinco veces y se averiquaba el valor basal por medio del valor promedio. Luego se
administraban 27 mg/kg de acetato sédico marcado con °C del 99%.

El procedimiento de la extraccion de sangre y la determinacion de la relacién de is6topos 3C/"®C de la urea aislada
se repetia a intervalos de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 y 240 minutos. Una parte pequefia del acetato marcado
con iso6topos 3C era transferida al cuerpo en la urea y se detectaba gracias a la sensibilidad de la medicion. La
cinética de la nueva urea formada se averiguaba midiendo los valores delta (incremento de la relacién de isétopos
Bcr?c ) La cinética de la formacion de urea se ha representado en las figuras 5y 6.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para el aislamiento de urea y eliminacién de CO; de las muestras de plasma que comprende los
pasos siguientes
a) Preparar una muestra de plasma
) Afadir un acido para eliminar parcialmente el CO»
c) Liofilizar la muestra para eliminar el CO; y obtener una muestra seca
) Redisolver la muestra seca y neutralizarla a un pH de 4 hasta 7 con una solucién tampdn

Procedimiento conforme a la reivindicacion 1, que se caracteriza por que antes de afiadir un acido al paso b) se
realiza una filtracion.

Procedimiento conforme a la reivindicacion 1 6 2, que se caracteriza por que después del paso d) la muestra es
desgasificada a presion reducida.

Procedimiento conforme al menos una de las reivindicaciones 1 hasta 3, que se caracteriza por que la muestra
en el paso d) se ajusta a un valor de pH de 4 hasta 6, preferiblemente de 5 hasta 6.

Procedimiento conforme al menos una de las reivindicaciones 1 hasta 3, que se caracteriza por que la muestra
en el paso d) se ajusta a un valor de pH de 4 hasta 6, preferiblemente de 5 hasta 6

Procedimiento para la determinacién de la relacion de isc')topos-”C de la urea en una muestra de plasma que
comprende los pasos

- Aislamiento de urea mediante un procedimiento conforme a una de las reivindicaciones 1 hasta 5
- Lavado con gas protector
- Adicion de ureasa para formar el CO;
- Incubacién
- Adicién de un acido, para liberar el CO, formado
- Medicion de la relacion de |sotopos-1BC del CO; liberado

Procedimiento para el diagndstico del metabolismo de la urea que comprende los pasos de
- Preparar una primera muestra de plasma de un paciente
- Determinar la relacion de |sotopos- 3C de la urea en la primera muestra de plasma conforme a la
reivindicacion 6,
- Preparar al menos otra muestra de plasma que proceda del pamente de tal forma que haya sido extraida
del paciente antes de la ingestion del precursor de urea marcado con *°C,
- Determinar la relacién de |sotopos- C de la urea en al menos otra muestra de plasma conforme a la
reivindicacion 6,
- Cuantificar la cantidad de urea formada mediante la relacién de isétopos-13C de la urea en la primera
muestra de plasma y en al menos otra muestra de plasma.

Procedimiento conforme a la reivindicacién 7, que se caracteriza por que al menos se utilizan otras dos muestras
de plasma.

Procedimiento conforme a la reivindicaciéon 8, que se caracteriza por que se obtienen otras muestras de plasma
en eI |ntervalo de 15 hasta 240 minutos, después de que el paciente haya ingerido el precursor de urea marcado
con C.

Procedimiento conforme a una de las reivindicaciones 8 6 9, que se caracteriza por que se han obtenido otras
muestras de plasma en el intervalo de 15 minutos después de que el paciente haya ingerido el precursor de urea
marcado con '°C.
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