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Esta invencidn se refiere a mezclas de reschi-

vos Utiles para detectar y medir sustancias que producen

dcido ldctico por accidn enzimdtica. S

e

En un aspecto, la presente invencidn se reiie

“

|

a una mezcla reactiva. Bn obros aspectos, se refiere.a
un procedimiento para su empleo en la determinacidn de.
dcido ldctico en los fldidos y tejidos ddl cuerpo. In

otro aspecto mds, se refiere a un articulo fabricado, que

comprende. una nueva mescla de reactivos, en forma unita- !

‘ |

ria hermeéticamente cerrado. B

La determinascidn del dcido ldctico en la sangré

v en la orina del hombre ha ido haciéndose cada vez mds

importante; ya:rque se deriva de la glicolisis de la glu=
cosa, y constituye un producto final en el metabolismo
de los hidratos de carbono. Corrientemente se emplean
tres clases o tipos de procedimientos de determinacion:

quimico, enzimdtico, y por cromatograiia de gases, De

I

ellos, el método enzimdtico tiene las ventajas de su exac
titud, alta especifidad para el dcido I-ldactico en los
fldidos del cuerpo, facilidad de realizacidn en el labo-
ratorio, alta sensibilidad, y requerimiento de equipo ba-
rato.

El método enzimético para la determinacidn del
deido ldctico depende de los sigui?ntes cambios quimicos.

lactato + NAD ————> piruvato + NAD + 5

La conversidn del lactato en piruvato transcurne
hasta su finalizacidn siempre que el Ultimo de estos pro-
ductos sea separado y la reaccidén sea efectuada en diso-
lucidn alcalina. DIn prescencia de cantidades adecuadas

de la enzima (ILDH), el lactato es oxidado & piruvato, con
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la formacidn de FAD reducido, que absorbe luz a una lon-

gitud de onda de 340 milimicras, La medida del grado de
caibio en la absorcidn de luz permite el cdlculo de la. can
tidad de lactato convertido durante la determinacidn, - v i

5 por ‘tanto su concentracidn en la muestra que se someteﬂa

ensayo. o
Hagta shora, el agente colector o de blogueo

del piruvato empleado mds generalmente en esta determina-
cidn era la semicarbazida, en forma de su sal de clorhi-
10 drato (HH ~CO-NH-NH .ClH) -
Este metodo es adecuado para la determlnaclon
del lactato, pero requiere aproximesdamente media hova pa-

ra que la reaccidn llegue a ser completa. Hay algunas a-

plicaciones médicas en las que es deseable conocer lo mds
15 rdpidamente posible cual es la concentracidn de lactato
en la sangre del paciente. Ademds, el descubrimiento de

un tiempo reducido para efectuar esta determinacidn re-

L

¢ presenta un ahorro de tiempo para el persomal de laborato
rio.

20 Se observdé que aumentando le concentracidn de
LD y otros componentes en la sccuencia de reaccidn antes

citada no se disminuia el tiempo necesario para que la

reaccidn fuera completa. Se dedujo, por tanto, gue la ve
locidad de reasccidn de la semicarbazida el factor limita-

25 tivo para conseguir determinaciones rdpidas.

Se ha descubierto ahora en la invencidn que, ba~

jo clertas condiciones de reaccidn, la glutamato-piruvato

transaminesa (GPT) cataliza el blogueo del pirubato forma}

do a partir del deido lactico, como sigue:
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lactato + map —=2L 3 NADH + piruvato

i\

piruvate &+ glutamato __,ﬁﬁﬂl__> alanina ¢+ cetoglutarato

Accidn nete resultante:

i
§
{

lactato + glutamato + NAD — LD 5 olanine + cetoglutarato

' ‘ GPT 4 FADEH]

- .

Bajo condiciones apropiadas, gue se exponen’ &n 2

primer luger en la Memoria, esta reaccidn puede transcu- ;

rrir hasta su finalizacidn en cinco minutos. . 3

Es un objeto de esta invencidn proporciomar un ;

nuevo reactivo para la determinacidn de dcido 1éctiev}'eng

el gue se emplea un agente colector o de blogueo del idn g

de piruvato producido en la oxidacidn enzimdtica del éeid?

ldctico presente en un fldido bioldgico.” | i
Otro objeto de esta invencidn es proporcionar

un reactivo para la determinacidn de dcido ldetico basado
en reaccidnes catalizadas enzimaticamente, en el que se
enplea un agente de bloqueo de carbonilo para el que las
encimas son menos susceptibles de inhibicidn de lo que

hasta ahora ha sido posible.

Otro objeto mds es proporcionar un método de de
terminacidn empleando un nuevo reactivodetector en el que
se emplea un agente bloqueante o colector que convierte
el piruvato mds rdpidamente que los empleados hasta ahoral,

Otro objeto adicional es proporcionar un nuevo
reactivo para la determinacidn de lactatos, en el que se

emplea un agente colector o de blogqueo que es relativamen

ve insensible a las condiciones de alta humedad y pH varia-
ble, para su incorporacién en un reactivo estable emplea-
do para la determinacidn de etanol.

Otro objeto mds es provorcionar un articulo fa-
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-piruvato transaminasa se encuentran entre las muchas en-

bricado compuesto de una nueva mezcla reactiva en una fors
ma de ensayo unitaria herméticamente cerrada.

Del estudio de la exposicidn siguiente y de las
reivindicaciones anexas se deducirdn, para los expertogl

en la téenica, otros objetos y ventajas.

Ta velocidad de transferencia de hidrdgeno és

L

funcidn de varios factores en la mezcla de reaccidn. Cuan;
do todos los factores estdn presentes en proporciones ép—

timas, esta velocidad de pende fundamentelmente de la ve-

locidad de eliminacidn del piruvato. La reaccidn tfanscus

fer)

rre lentamente cuande se wtiliza semicarbazida como égéntq
de eliminacidn de piruvato. EL tiempo necesario para’que
la reaccidn llegue a ser completa con semicarbazida es.de
30 a 60 minuwtos. Se ha descublerto que'la conversidén del

idn de piruvato anterior catalizada por GPT daba velodida-
des de reaccidn considerablemente mayores. Por ejeuplo,
en una megcla de reaccidn que contiene GPT y glutamato, eﬂ
tiempo necesario hasta completar la reaccidn variaba entre
tres y quince minutos, segin la cantidad de piruvato pre-
sente. ILa ventaja de un procedimiento analitico més bre-
ve, sin pérdida de precisidn, es manifiesta en las situa-
ciones en que se requieren determinaciones frecuentes y
rapidas de lactato.

Ia lactato deshidrogenasa (LDH) y la. glutamato-

zinas inecstables. Ias preparaciones mds. estables de las
f

14

enzimas cristelinas implican su suspensidn en disolucione
concentradas de sulfato de amonio. Estas suspensiones no
pueden ser utilizadas en el reactivo que ge describe nds

adelante. ILa sequedad completa es una propiedad esencial
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de todo§ los componentes del reactivo. Por tanto, es im-
perative la liofilizacidn de las enzimas. La invencidn
se refiere a un articulo fabricado en forma anhidra due‘
estd herméticamente cerrado para mantener la estabilidad

5 durante su almacenamiento. ) .

PRI
-

Como es sabido, las enzimas de este tipo son,
generalmente muy inestables. De hecho, hasta ahora{*@ara
mantener enzimas de eate tipo enm un estado estable, hé’si;
do necesario mantenerlas en forma concentrada y a bajas é
10 temperaturas, Ademds, de estar concentrada, usualmente
ha sido necesario teabién que la disolucidn o suspensién
de enzima incluyera una proporcidn sustancial de ung sal
tal como el sulfato de amonio, para mantener una actividad
Optima.

15 En la presente invencidn, para preparar el material

de ensayo en forma seca, una de las operaciones del proce

dimiento es convertir la enzima procedente de una disolu-
cidn en une forma sbélida y seca, tal como un polvo, en qJe
la enzima es muy estable. Para conseguir esto, a la diso~
20 lucidn que conticne la enzima pueden afiadirse uno o mds

compuestos estabilizantes. TLos estabilizéntes particula—
res afiadidos a dia disolucidn de enzima varian, en parte,

con la enzima particular que ha de ser esiabilizada. WMo

obstante, para enzimas de este tipo, se selecciona al me-
25 nos un estabilizante de uno o mds de los grupos siguientes.
‘ Se ha comprobado que, bajo clertas circunstancias, es ven-
tajoso emplear una combinacidn de estabilizantes que pue-
de comprender un estabilizante de entre varios de los gru-
pos siguientes, o incluso un estabilizante de cada grupo.

30 + Grupo I.- Gomas mucilaginosas o polisacdridos,
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tales como la goma ardbiga, goma de carragenina, tragacen
tina, deido alginico y sustancias pectinicas. Se ha com-
probado que la goma ardbiga es particularmente adecuada’
para este propdsito. Ademds de las gouas, o como alter@ar

5 tiva a las mismas, el estabilizante puede comprender otros

(97

polimeros que contienen grupos hidroxilicos u otros grupo
sustitutivos hidrdfilos que hacen al polimero resultante
esencialmente soluble en agua, tales como la polivinil

pirrolidina, el carbowax(glicoles de polietileno sdlidos)

1

10 y el poli(alecohol vinilico). Bsto asegura tambidn gue . to
do el material de emsayo se disuelve rdpidamente enféit
agua al ser preparado el reactivo. No obstante, esipééible
emplear también cualgquier otro polimero gue por sus -largas
cadenas o su sustituyente hidrdfilo es sdlo parcialmente
- 15 soluble en agua, pero que se eguilibra con la fase acuosal,
tal como las resinas de cambio de iomes, celulosa cambia-
dora de iones, carboximetilcelulosa.

Grupo II.- Un tamnpdn que consta de una hidroxial-
cohilamina, que incluye las aminas primarias tales como el
20 tris(hidroximetil)aminometano, o una amina terciaria tal
como la trietanolamina, pero no se limita a éstas.

Grupo III.~ Un agente inhibidor o formador de
complejos, tal como el acido etileno diamino tetraacético
0 una de sus sales, que ha demostrado ser particularmente

[}

25 adecuado. i,
i

Grupo IV.~ Una proteina soluble inerte, tal coulo

la albidmina de suero bovino.

Grupo V.- Sales de un anidn polivalente, tal co
mo el sulfato de amonio, o el tartrato dg potasio y sodio,

30 que han demostrado ser particularmente adecuados.

Yol
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~ Una vez gque uno o més de los estabilizantes de !
las clases descritas anteriormente ha sido disuelto comple-
tamente o digpersado uniformenmente en toda la mezclajyié
enzima o enzimes en disolucidn son muy estables. Se h@:
5 coﬁprobado gue afiadiendo estos estabilizantes a la digo;
lucidn, la actividad de las enzimas es aumentada freoﬁ@n~
temente. Se cree cue esto es ol resultado de la elimina-

cidén de ciertos inhibidores que estdn presentes usualmente

con las enzimas. “n el caso de que se desee disminuir la

10 actividad de la disolucidn,ésta puede ser diluide afadien-
]

do agua. Contrariamente, si se desea concentrar o awnen—

oo s

tar le cantidad de actividad de esta disolucidn de enzi-—

nas, puede ser eliwinadae una parte del liquido. Preferi-i
blemente, el licuido es eliminado por evaporacidn, mante-

15 niendo la disolucidn al mismo tiezpo a una temperatura re

lativamente baja. Puede verse pues que en este punto se
proporciona una disolucidn de enzimas muy estable, y que
la estabilidad de la disolucidén es independiente de la concen
tracidn de la enzima o de las sales que hay en la misma,
20 v muestra esta estabilidad en un intervalo mds amplio de
temperaturas.,

Un objeto.global es proporcionar un material de
ensayo o determinacidn integral, que es seco, estable, en-
zindtico, unido por piridina nucledtide, y de resultados
28 uniformes bajo condiciones variables climdticas y de almg-
cenamniento. 4

Ta disolucidn de enzimas estabilizada anterior-
mente descrita puede ser empleada para nuneroscs fines en
forma de una disolucidn. Sin embargso, bajo ciertas circuns

30 tancias, tales como la preparacidén del material de ensayo
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o determinacidén de la presente invencidn, puede ser deseal
ble convertir la disolucidn en una mezcla o polvo que cong
tiene la enzima. ZEsto puede conseguirse liofilizandb:lé

disolucién, o secéndola por congelacidn., s particalaﬁ—;

mente, la totalidad de la disolucidn es congelada par@_pré—
porcionar una masa sélida, y es colocada bajo vacio,, B
vacio es de magnitud suficiente para hacer que el liq@ido
congelado sublime. Ia masa congelada es mantenida bajo

este vacio durante un tiempo suficiente para asegursr. gue
es eliminada toda el agua presente y otros materiales vold-
tiles en estas condiciones. Con ello quedard un residﬁo

s s ’ . . 2 3
g0lido que contiene la enzima o enzimes en relacion o imez-

¥

cla intima con los estabilizantes, tales como la gome ard

1

biga, etc. Lstos egtabilizantes son efectivos para prote:

goy la actividad de la enzima durante un prolongado perio¢
do de tiempo, aun cuande la enzima estd en forma de un séi
lido.

Bl término "estabilizante", tal como se utiliza

en la Memoria, se refiere en lineas generales a una susta;

|§2]

cia que evita el cambio o destruccidn de un componente

reactivo. Tilene tres aspectos fundementales en la presen:
te inveneidn: 1) permitir un manejo conveniente de los
componentes durante su fabricacidn; 2) permitir la prepa-
racién y almacenamiento de un componerie en forma seca; y
3) dar wne larga duracidn de almacenamiento al producto
geahado, ;

El regiduo se encuentra normalmente en un estadd

escanoso o fofo. No obstante, si se desea, el residuo pu?—
’ I
de ser molido hasta ser reducido a una megcla en polve fis

no. Ia molienda puede ser efectuada por cualquier medio

- 371259
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| puede ser medida ficilmente, tanto volumétrica como gravi

adecuado, por ejemplo por medio de un molino de bolas. El
hecho d& que la mezcla en polvo estd sustancialmente seca
contribuye a la estabilidad fisica de la mezcla, y eiiﬁi—

na sustancialmente la tendencia a aglomerarse o formar e

rrones, etc. Como la mezcla puede ser mantenida en forma

de polvo suelto, es facil de manejar y tratar. Asimigmo,

métricamente. PEn este punto, se proporciona un polvo:quq
comprende una o mds enzimas en una forma muy estable. Coi
mo el polvo no comprende forma alguna de sustrato, puedeg
emplearse como una enzima para cualquier fin deseado[,_Eﬁ
polvo de enzima pucde ser empleado, por ejemplo, entre oi
tras cosas, para completar la preparacidn del materisl. dé
i

ensayo de la presente invencidn. é
Con el fin de completar la preparacidn del mate%

rial de ensayo o determinacidn, los demds componentes, ta%
les como los tampones, susitratos, coenzinas, y agentes
estabilizantes de carga, pueden ser preparados para su
mezclado con las enzimas estabilizadas. Uno de los fines
fundamenteles de los materisles tamponadores es mantener
las condiciones adecuadas para que la reaccidn de determir

nacidn transcurra a une velocidad éptima. Cuando el maté~

]

§

rial de ensayo es disuelto en agua, los tampones son, en

tre otras cosas, efectivos para mantener el pH del reacti
vo ligquido. Ademds, cuando el reactivo liquido es a su
vez mezclado con une muestra que contiene la sustancia

degconocida, el pH de la mezcla de muestra resultante es
atin adecuado para gque tenga lugar la reaccidn de determi-
nacidn.

El meterial tamponador particular que se empleg

571229
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en cualquier material particular de ensayo depende de la
reaccidn particular de determinacidn o evaluacidn que ha
de ser efectuada y de los demds componentes existenteéaén
el maferial de emnsayo. Normalmente, sin embargo, son de
la clase que comprende las sales de aniones inogénicosipo«
livalentes y aminas orgdnicas, juntamente con sus decidos
y sus sales. Como ejemplo, las sales de aniones inorgdni-
cos polivalentes pueden comprender al menos fosfatos deé
gsodio y de potasio y pirofosfatos de sodio y de potasic.
Como ejemplo también, las aminas y dcidos orgdnicos, y suy
sales, pueden comprender al menos el tris(hidroximeﬁiijamln
nometano y el imidazol (y sus sales, tales como el cquhiT
drato, succinato, sulfato), los dcidos succinico, aspértiéo
y glutdmico (y sus sales, tales .como de sodio, potasio y
de litio), la glicilglicina y la glicina. Se prefieren
los hidrdxidos de metales alcalinos para proporciona el pH
fuertemente bdsico deseado.
Los materiales tamponadores pueden ser preparadds

en forma de un polvo seco que os mezclado directamente con

el polvo liofilizado que contiene la eneima y el estabili

Y

zante. El polvo resultante contendrd las enzimas requeri:

das para la reaccidn de determinacidn. Gracias a los es-

tabilizantes y los tampounes presentes en el polvo, las en:
zimas serdn muy estables. Este polvo resultante, igual
gue el polvo de enzima descrito en primer lugar, no serd
higrosedpico, contrariamente a las mezclas correspondien~-
tes preparadas por liofilizacidn de las disoluciones com~
binadas de taumpdén y enzima.

Cuando el material de ensayo es,disuelio para

formar un reactivo liguido, y el reactivo es mezclado con

371259
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la muestra, el sustrato reacciona con la sustancia desco-
nocida.' Sin embargo, para que la reaccidn transcurra de-
bidamente, es necesario que la enzima catalice la réagcién.
La cantidad de sustrato y el grado de actividad de la,gnzi—
ma’contenidos en el reactivo estdn en exceso con.respec%o
al requerido para hacer gue reaccione por completo toég
la sustancia desconocida. Como resultado, el unico factor
que limita la reacidn de determinacidn, es la cantidad o
grado de actividad de la sustancia desconocida.

Ta coenzima FAD forma parte de la reaccion, y

P 1)
es convertida de una en otra forma. Xl grado en que esig
.

coenzime es convertida esta determinado por el gradc eun gue

1
progresa la feaccidn de determinacidn. ILa coenzima puede

1

ser convertida fdcilmente de una forma (tal como la oxide
i

da) en otra forma (tal como la reducida). Ademds, la co—

enzima tiene una absorcidn de luz a cierta longitud de on
da particular, sdélo cuando se encuentra en una de estas

formas. Cuando se encuentra en la otra forma, es transpg-
rente a la longitud de onda indicada, aunque la banda de
absorcidn puede ser de cualquier longitud de onda deseads
que sea conveniente emplear. No obstante, es deseable gue
se distingé netamente de las bandes intensas de absorcidn
del resto de los componentes del material de ensayo y de
las sustancias que hay en la muestra. Esto asegura que

todas las sustancias existentes en el reactivo y en la

muestra, excepto la coenzima, son transparentes o sustan-
cialmente transparentes, aunque alguno de los varios com-
ponentes puede absorber cantidades limitadas de luz en lg regidn
de la longitud de onda seleccionada, y no variaran durante

el periodo de la determinacidén, com 1o gue la Unica varigble

T a9k
-12 - S[" LZ@@




10

20

25

30

24.9.69

gerd la coenzima es la forma absorbente. Asi pués, midien-
do la densidad dptica a la longitud de-onda seleccionada,

puede determinarse la proporcidén de coenzima convertida,

-
1

IEs especificamente, midiendo el grado de cambio de Ia der

sidad dptica a la longitud de onda seleccionada, puedglme
dirse el grado o velocidad de la reaccidn de determinscidn
Se ha comprobado que la NAD es particularmente adecuada
para este fin. Cuando se encuentra en su forma reducida,
muestra una absorcidn de luz ultravioleta, con un valor.
méximo a un longitud de onda de aproximadamente 340 mili-
micras. o
Tas coenzimas de esta clase tienen un grado:li-

W

mitado de estabilidad en forma sdélida. Pueden almacensrs
en forma sélida sdlo durante periodos cortos de tiempo.

La estabilidad de la coenzima puede ser aumentada prepa-
rando un polvo liofilizado de la coenwima y goms ardbiga.
Pueden conseguirse aumentos adicionales de la estabilidad

de la coenzima mezcldndola con manita. Por consiguiente,

la coenzima puede ser molida hasta formar un polvo, y mez
clada directamente con el polvo liofilizado que contiene
la enzima, estabilizante y el tampdn.

Hasta ahora, lcs sustratos, las enzimas y coen~
zimas, y los tampones, han sido disueltos en la disolucidn
que contiene la enzima antes de su liofilizacidn. Despuds
puede ser liofilizada la disolucidén completa para obtener
un residuo seco que contiene todos los componentes del
ensayo o determinacidén. No obstante, se ha comprobado en
la practica, que el material de ensayo resultante es fre-

cuentemente higroscépico. Como consecuencia, el residuo

tiende a veces a absorber cantidades variables, impredeci
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bles, de humedad. Como resultado, cuando es preparada de
esta marera, es deseable que la mezcla resultante sea in-
troducida en un(recipiente gue luego es cerrado hermé%icé;
mente. Sin embargo, incluso estéando herméticamente ence~
rréha, la mezcla puede ser adn inestable y tiende a ﬁg@mﬁr
manchas coloreadas debidas a descomposiciones locales,iy
en un biempo bhastante corto se descompone por compleié-o
plerde su actividad. Se ha comprobado también que laiﬁezw
cla tiende a transformarse en terrones, lo que hace difi-
cil manejarla y medir pequefias unidades de oantidades-idég

ticas, en volumen 0 en peso.

Uno de los principios de la invencidn es que'pré—
parando los varios componentes de la determinacidn, tales
como los sustratos y coenzimas, en un estado seco o 8d1lidd
vy en forma estabilizada, antes de mezclarlos con la enzimg
estabilizada liofilizada, se proporcionz un material de .

ensayo mucho nds estable v de fdcil manejo.

Ademds de los componentes anteriores, se ha coms
probado también que es deseable afiadir a la mezcla un agen
te estabilizante de cargza. Iste agente puede ser una sust
tancia polihidroxilada, tal como manita, sorbita, lactosa
poli(alecohol vinilico) o poliaeros que tienen de 1 a 5
grupos hidroxilicos por unided monomérica. El agente de
carga no es activo en la reaccidn de ensayo o deberainacion.
Por consiguiente, la cantidad del agente de carga afladido
al material de ensayo no es critica, y puede ser variada
en un amplio intervalo. No obstante, el agente de carg
lleva a cabo varias funciones Utiles e inesperadas. En
primer lugar, el agente de carga tiende a aumentar mds la

estabilidad del material de ensayo por varias razones.

379259
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Estos agentes tienen capacided para gbsorber y retener
cantidades limitadas de humedad, con lo que el material
de ensayo no es afectado précticamente cuando es expuéstb
a centidades razonables de humedad. Bgto aumenta la eogtal

bilidad del material de cnsayo y evita que pierda su acti=-

vidad. 8Se ha comprobado que el agente de carga es efectis
vo para proteger el material de ensayo sumentando la compa-
tibilidad entre sus componentes. Tambidn se ha comprobadb
que log agentes de carga de esta clase son efectivos también
para aumentar la capacidad del material de ensayo pare reL
sistir temperaturas relativamente albes, tales como 508¢,
durante periodos de +iempo mayores. Hasta ahora, las- tom-
peraturas en este intervalo causaban un rapido deterioro e
las enzinas, coenzimes, y otros componentes.
In segundo lugar, se ha comprobado que el empled
del agente de carga en el material de ensayo hace que éste
se disuelva mAs rdpidamente en agua. Bsto, no sdlo redu-
ce el tiempo necesario para preparar el reactivo liquido
sino que también aumenta la conveniencia de la preparacidn

reduciendo el grado de agitacidn o vibracidn.

En fercer lugar, como el agente de carga no nar

ticipa en la reaccidn ni afecta a los componentes del mat

o

rial de ensayo, la cantidad del agente de carga aliadida

al meterial de ensayo pucde ser variadea en un emplio in-
tervalo. Una vez gue ha sido preparado un lote de material
de ensayo, puede ser determinada su intensidag o grado deo

actividad. El agente de carga puede ser afiadido despuds

para normelizar el materisl de ensayo a un nivel predetex
minado. Esto hace que el material de enéayo slempre ten-
ga un grado determinado previamente de actividad por unidad,
independientemente del loté en gue es preparado. De los

agentes indicados anteriormente, se prefiere la manita.

"B- 379950
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Una vez que el meterial de emnsayo tiene afiadido
el agente de carga, puede ser distribuido en unidades de
un tamafio estdndar predeterminado. EL tamafio o canti&gd

es normalmente lo bastante grande para efectuar una sdla

determinacidn o un nimero entero de determinaciones. Ca-
da una de estas unidedes puede ser envasada después dé ﬁﬁ
recipiente, tal como vna cdpsula, una ampolla de vidria,%
etc. o

As{ puds, se observa que pueden proporcionarse

variso envases sustancialmente idéunticos, tales como ta-

bletas o capsulas envueltas en una hoja metalizada. 'Cad%
una de estas tabletas contiene la cantidad justa suficien;
te del material de ensayo para efectuar una sdla detefmi%
nacidén de una muestra. A fin de efectuar una determina-—

cidn, es seleccionado un envase que contiene el material

de ensayo para efectuar la determinacién particular. E1 |
material de ensayo contenido en el envese es siempre medi}
do previamente y tiene una actividad previamente determiné
da. Por consizuiente, puede ser disuelto directamente |
en una cantidad estdndar de ague, para formar un reactivol
1iquido. BEste reactivo liquido es mezclado despues con

la muestra para producir una reaccidn enzimdtica. EL gra

1

do de esta reaccidn es funcidn de la cantidad de sustan~

cia original desconocida. Por lo tanto, la densidad dpti
ca de la muestra a esa longitud de onda variars en funcidhn
de la sustancie desconocida. Asi pues, midiendo la densii
dad dptica del medio en tiempos diferentes, es posible ca&n
cular la cantidad de sustancia desconocida a detener en

la muestra original.

La invencidn que se desea patentar en una prime

371259
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ra realizacién de un procedimiento de fabricacidn, se des?

cribe como basada en la idea de preparar un reactivo de ;

~

i
xiliar en el diagnéstico clinico de estados patoldgicos. - |

nesayo o determinacidn,,itil, entre otras cosas, como Au-:

<

para determinar la presencia, o la cantidad, de dcido 1do-

tico en una muestra bioldgica, mezclando con la misma un ;
reactivo catalitico liofilizado y estabilizado en forma E
de particulas sustancialmente anhidras, que incluye la com-
binacién del agente de separacidn, doido glutdmico o una :
sal del mismo de metal'alcalino, las enzimas secas lactaté
deshidrogenasa y glutamato~-piruvato transaminasa, allméhos
un estabilizante seco de la clase que comprende las gqmés?

mucilaginosas, hidroxialcohilaminas, deido etilendiaminte-

traacético y sus sales, una proteina soluble inerte y un |

.z . . . -

anion sulfato, una coenzima seca gue congta de nlcotlnamlf

’ {
da adenina dinuwcledtico (NAD), un fanpon seco de la .clase:
que comprende las sales de fosfatos, dcidos orgdnicos y ;

. T F N . .
aminas, y las sales de dichos acidos y aminas, y al menos;
un agente seco estabilizante de carga de una clase que Coi-

; !
prende sustancias polihidroxiladas y polimeros de dichas §
sustancias polihidroxiladas ocon de 1 a 5 grupos de hidro~;
xilo por unidad monomérica, procedimiento que implica de-;

teruinar la densidad dptice del reactivo sdlido despuds

From o s

de foraar un Ffeactivo liguido & partir del misuo, y deter

minarla de nuevo después de un periodo predeterwinado de
incubacidn una vez mezclado con la muestra.

i

La invencidn que se desea patentar en un primexr

aspecto como composicidn, se describe como basada en la

idea de un reactivo sdlido sustancialmente anhidro, dtil,!
1 M

entre otras cosas, como auxiliar en el diagndstico clinicé

- 371239
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de estados patolézicos, para determinar la presencia, o la
cantidad o el grado de actividad, de deido ldetico en una-
nuestra biold;ica, mezclando con la misma un reactivo ga-:

talitico liofilizado y estabilizado, que estd en forma de:

i . . ‘i
i particulas y sustancialmente anhidra, que comprende la- com-

binacidn de: el agente separador, dcido glutdmico o una

T

sal del miswo de metal alcalino, las enzimas secas lactato

' deshidrogenaza y glutanato-piruvato transaminasa, al wenos

un egtabilizante seco de la clgse que comprende las gpm_ast
mucilaginosas, hidroxialcohilaminas, dcido etilendiaminte;
traacético y sus sales, una proteina soluble inerte y mr
anidén sulfato, una coenzima seca gue consta de nicotinémiéa
adenina dinucledtido (ITAD), un tampdén seco de la clase,qué
comprende las sales de fosfatos, dcidos y aminas orgénicoé,
vy las sales de dichos dcidos y aminas, al menos un_agentef
estabilizante de carga seco de una clase gue coamprende sus-—
tancias polihidroxiladas con 1 a 5 gruvos de hidroxilo pof
unidad monomérica. ;
Cada une de las sustancias anteriores estd pre-ﬂ

sente en una cantidad tal gue asegura una velocidad de reég

' cidn catalizada por la sustancia desconocida que es deber=

minada, para hacer gue la reaccidn llegue a ser completa. |
EJEHPLO
Este nuevo reactivo, una vez preparado de modo

completo, consta de la mezcla seca de las sustancias si-

guientes:

- 15 -
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Buzimas: -

Tanpén:

Estabilizante:

Agente colector
0 bloqueante:

Coenzima:

Agente de carga:

Con el fin de preparar um gran nﬁmerp de unida-
des de este meterial de ensayo se produce un lote de un mg-
terial o reactivo de ensayo seco, que después puede ser
dividido en pequellas cantidades y envasado en recipientes

tales como cépsulas. Cualesquiera gue sean las cantidades

Tactato deshidrogenasa (LDH),
glutamato~piruvato transamina-
sa (GPT)

Glicina, carbonato de potusio,
hidroxido de potasio (XOH). -

Tris—(hidroximetil)—aminomgtgﬁo
y su sal de sulfato, sulfato de
amonio, geido etilendiamintetra-
acético, goma ardbiga y albimina.

Glutanato de potasio

NWicotinamida adenina dinééiéé—
tido (WAD) ST

Manita

especificadas, son adecuadas para preparar un lote que pro-

duzeca aproximsdamente 10.000 cdpsulas. No obstante, ha de

entenderse que estos valores pueden ser variados si se de
ses producir lotes mayores o menores,

Ia primera operacidn del procedimiento es prepa-
rar una disolucidn estabilizante de tris~EDTA. Isto puedé
efectuarse mezclando las sustancias quimicas en aproximada-—
mente las cantidades indicadas:

tris(hidroximetil)aminometano ,500-1:000 .

sulfato de amonio

sal tetrasddica de dcido etilen—

diamintetraacético

-19 ~

250-500 g.
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Para mezclar estas sustancias quimicas, el tris’

(hidroximetil)aminometano es disuelto en un volumen de

<
H

i agua algo inferior a 1 litro, para formar una primers disé
. lucidn. Si es necesario ayudar de alguna manera a esta :
. disolucidn, la disolucidén puede ser calentada en un bafio
. de agua. Una vez completamente disuelto el tris (tr@sﬁi—é
¢ droximetil aminometano), la disolucidn de deja enfriar -

hasta aproximadamente 252C, y se ajusta su pH a aproxima—é

damente 7,5. Este ajuste puede ser efectuado afadiendo- !
dcido sulfirico en las cantidades necesarias para conver—?
tir parte del tris(hidrocimetil)aminometano en su sal de °
sulfato. Una vez que el pH de la disolucidn ha sido lle-'
, vado a un valor de 7,5, se afiade agua suficiente paré qaei
i el volumen total llegue a 1 litro. ;
Después, es preparada una segunda disolucidn dié
gsolviendo el sulfato de awmonio en 850 a 900 ml. de agua. f
%El pH de esta disolucidn es ajustado a 7,5 por adicidén dei
" hidrdxido de amonio. Ia primera y segunda disoluciones %
| pueden ser mezclades despuds enire si, para formar una di-
‘ solucidn resultante. Ta sal tetrasddica del dcido etilen%
dismintetraacético puede ser afadida después a la disolu-§
;cién resultante, y disuelto en la misma para formar una %
disolucidn tampdn, que a veces sera denominada mis adelan%

te tampdn tris-EDTA.

Después es preparado un polvo seco ¥ liofilizado

que contiene las enzinas lactato deshidrogenasa (LDH) y la

GPT. No obstante, antes de que pueda ser preparado este !

{

i
polvo, es necesario deteriminar primero el grado de activi-

dad en la LDH y la GPT quc han de aiiadirse.

*

Para asegurarse de que lag cédpsulas producidas a

| |
|

~ 20 - zg f (ﬁ é% ;J g; i
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partir de lotes sucesivos son de actividad idéntica, la
actividad de la LD ha de normalizarse a un valor prede- |
terminado, Como ejemplo, en un lote de 10.000 tabletds,

puede haber aproximadamente 1x 106 unidades internaciona&
les de enzima para el lote enterc, ¢ sea aproximadamegﬁg é
100 unidades por cada tableta acabada. La determinaqiﬁn ;
puede llevarse a cabo empleando los siguientes compueétoq
quinicos en aproximadamente las proporciones indicadas:’ :

taapdn. de fosfato, 0,1 If, pH 7,5 1,75 ml.
piruvato de sodio (3,3 mg/l0 ml S
de tampdn de fosfato : reactivo 1) 1,00 ml. -
disolucidn de WAD, 2,5 mg/ul. de B
digsolueidn al 1w de COBHNa 0,15 ml, °

Para comenzar la determinacidn, la enziua lacta%
to deshidrogenasa es dilufda a una parte por 10.000 mez- :
clédndola con el tampdn de fosfato. Una pequella cantidad
de la enzima diluida, por ej, 0,1 ml., es mezclada con
una cantidad adecuada de la disolucidn tamponadora que

contiene el piruvato y DPNH. Después es medida la densi-

dad 6ptica de la mezcla, & temperatura constante, tal co-

mo 328C, ¥y a intervalos adecuacdos, tales como de un minuto

o

durante un periodo prolongado de tiewpo, Co@o pOr oaemolo
diez minubtos. Determinando la velocidad media del cdaolq
por mimuto dé la densidad dptica y multiplicdndola por 10,
(i se utilisza 0,1 aml.), pueden determinarse las unidadeé
de enzima por mililitro de la enzima dilufda. Después, é
dividiendo por el mimero de miligramos de enziha por miliL
litro, se puede calcular el mimero de unidades de enzima

por miligramo. A partir de este dato, puéde calcularse

|
|
i
%
N
el mimero de miligramos de enzima requerldos para prouuclr

379259
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las unidades necesarias. De modo similar se hace el cdl-

culo cod la enzim=a GPT.

‘En un lote tipico de febricacidn -de 10.000 table-
H

3

tas, hay aproximadamente 65 x 10~ unidades internacionaléé

4 . . " 1
i de -enzima de GPT para todo el lote, 0 sea aproximadamente;

. - o
645 unidades por tavleta acabada. ILa determinacidn préli-
- ~ [

- - {
minar puede hacerse cmpleando una determinacidn con mezela
]

reactiva para la SGPT. Se dispone en el comercio de tébl@
tas reactivas "Eskalab" para la determinacidn de SGPT,,Veér
didas por la Smith Kline Instrument Company. ILa compqsiel
cidn de este reactivo de ensayoc es expuesta en la soli.ci-

tud, tembién en tramitacidn, de n? de serie 561.757, pre-

rT——

gentada el 30 de junio de 1966, y particularmente en lag
paginas 38 a 45 de la misama.

Para comenzar la determinacidon de la SGPT, la
enzima es diluida a una parte por 1.000 con un tampdén de §
fosfato (0,1 M, pH 7,5). EL procedimiento sezuido después
es el descrito en el envase de la tableta reactiva de marr
ca de fabrica "Eskalab", antes citada.

Después de ésto, es prevarado el polvo seco y !
liofilizado gque contiene la LDH y la GPT, mezclando los
siguientes compuestos:

lactato -deshidrogenasa (la proporcidn
exacte es determinada por el ensayo

anterior) 4~5 g.

glutamato~piruvato transaminasa 2~3 8.

goma ardbiga, polvo blanco (Farmacopea

de los EE.UU.) 2-6 g.

Albumina 50-500 mg.
disolucién de tris-EDTA 10-30 ml.
sulfato de amonio 15-40 g,

- 22 _
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Estos productos quimicos pueden ser mezclados c?-

mo sigue. Primero ge disuelve la goma arédbiga en una cans
tidad conveniente de agua destilada, por ejemplo.80 aiiﬁd
mililitros. La albimina es disuelta después en una seguni
da cantidad de agua (por ejemplo, 10 mililitros). Una-vez
completamente disuelta, se mezclan las dos disoluciones.

A la disolucidn es afiadida después la Tris-EDTA preparada
al comienzo. ILa disolucidn es colocada ahora bajo un va-
cio durante un perfodo de tiempo que asegura que es eliui~
nado todo el aire ocluido en la disolucidén.. Después es"
afiadida a la disolucidn la cantidad de las enzimas. Ta
disolucidn resultante es completamente mezclada después
para asegurar una dispersidén uniforme de las enzimas en

toda la masa de la disolucidn. Después, la disolucidn es

congelada y es aplicado un vacio para separar todo el agua.

La nuestra liofilizada resultante se encuentra ahora en

un estado sélido seco, en una cantidad en el intervalo gel

neral de 20 a 25 gramos., BEsta mezcla puede ser mezclada des

pués con cristales secos de sulfato de amonio., Ia mezcla
seca de s6lidos puede pulverizada después hasta formar un
polvo fino, por cualquier medio, por ejemplo colocdndola
en un molino de bolas durante varias horas.

Una vez que el polvo estd completamente mezclado
v pulverizado en grado suficiente, puede hacerse un ensaypd
con la mezcla para determinar las unidades de actividad
de las enzimas LDH y GPT en cada miligramo del, polvo lio-
filizado. La operacidén siguiente es distribuir en table-

tas el polwo liofilizado. Sin embargo, si se desea demo-

rar esta operacidn, el polvo liofilizado puede ser almace

nado durante periodos de tiempo prolongadds en un lugar
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frio, tal como un refrigerador o congelador. Si se hace
esto Ultimo, es deseable incluir un agente desecante cer-
ca del polvo, para evitar la absorcidn de cualquier huhééi
dad. y

: - Para preparar las tabletas, se mezclan.los ;n—
gredientes siguientes. Normalmente, las cantidades spien«

cuentran en aproximedamente los intervalos indicados: <.

1, carbonato de sodio (hasta dar un pH Tt
de 8-10,5) 3C0-200 g.
2. glicina 350-1050 5.
3. glutameto de potasio 40 g. % 10#";
4. NAD 20-40 g.
5. lactato deshidrogenasa, liofilizada la cantided'de%

terminada por el
ensayo siguiente
6. glutamato-piruvato transaminasa n )

Los dos primeros componentes de la lista ante-

rior son priemro molidos conjuntamente para formar una

mezcla seca, La mezcla es colocada desvpués bajo vacio a !
une teaperaturc de eproximadamente 502C durante un minero
de horas suficiente para ascgzurar que es eliminada toda

la humedad. Ademds, pucde incluirse en la estufa un metet

rial desecante, tal como pentdxido de fésforo, para asesur

rar un secado completo. Después de la operacidn de secado
anterior, la sal de glutamato y la NAD son afiadidas a la §
mezcla formada por los dos primeros componentes. Por cons
siguiente, las cantidades exactas a emplear de estos com—
puestos son determinadas por las cantidades Spbimas nece-
sarias para producir una reaccidn satisfactoria. Normal-
mente se encontrarén en el intervalo indicado en la tabla

anterior.

- 24 -




La mezcla resultante de los cuatro componentes
es pulverizada despudés hacta obtener un polvo fino, por

ejeimplo introduciéndola durante varias horas en un molino

de bolas., Una vez transforsada por completo en una mez—

5 ¢la homogénea, puede ger disuelta en agua una pequetia nmal

| 2]

tra, y determinarse el pil. Si es necesario, el pH ha de
ajsutarse de modo gue se encuentre en el intervalo de 7,5
a 11, 8i el pH es demasiado bajo, se aliade mds carbonato
de godio.

10 La cantidad de las enzimas LDH y GPL depende de

B

pH empleado. Se ha comprobado gue a un pH de 10,8 se re-
quiere la minima cantidad de enzimas; no obstante, puede
emplearse el intervalo de 7,5 a 1l. e

Un métode preferido ha sido preparar una mescla

I

15 de los componentes 1 a 4 anteriores, de tal modo que cuan

do se afinde una diezmilésima parte de la mezcla a 3 ml.

de una disolucidn de hidrdxido de potasio al 1., se obtie
ne un pH de 10,8. Esta disolucidn combinada (%ampdén-glu-

tamato~NAD) es utilizada despuds para determinar la pro-

20 porcidn de enzimas requerida, como se explica a continuacidn.
Una muestra de LDH y GPT combinadas liofilizada?

es disuelta en agua (30 mg/ml.). En una oubeta se mezclah

3,0 ml. de disolucidn de tampdén~-glutamato-NAD, de pd 10,8

v 0,2 ml. de la disolucidn amterior de enzimas. Ia cubeth

25 es colocada en un espectrofotdmetro colocado a 340 milimi
cras., Se reglgtra la absorbancia. A4 la.cubn@g se aflade
0,1 ml. de una disolucidn 0,0010 M de lactato de litio

(preparada cuidadosamente). Se observa el cambio en la

A34O; seria aproximadamente 0,18. Se obsérva tambidén el
30 tienpo necesario para completar este cambio. Se ajusta 1a

- =7 A ﬁ'ﬁfxg
g/ §ddd
2409.69 —25-
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proporcidn de enzima de modo que el tiempo requerido sea
el deseado, usualmente de cinco minutos.
Después se afiade la cantidad calculada (para:, =~

10.000 deteriinaciones) de LDH y GPT liofilizadas a loq

3 .
cuatro componentes previamente mezclados, y la mezcla seca

resultante es combinada perfectamente en toda su masa.;_

En este momento se dispone de un polvo que ccm-!

tiene las enzimas LDH y GPT, la coenzima HAD, y todos- LOS
componentes tamponadores, agente separador, y establllzan
tos, para asegurar que el polvo se encuentra en un egtaQO
estable que tiene una larga duracidn en almacenamiento;i
Bs extralda una muestra de este polvo, (con cuidado ée no
introducir humedad) y sometida a ensayo. Los ensayoé';s~
tdn destinades a determinar la apropiada densidad dptica,
la homogeneidad con respecto a la NAD, y la efectividad 4
polvo para constituir un sistema de determinacidn de dcid
léctico. Por consiguiente, este polvo puede dividirse en
varias pequeilas porciones que son justamente lo bastante
grandes para contener las cantidades desseadas y apropiada
de tampén, enzimas, NAD, y glutamato para llevar a cabo
una determinacidén de decido ldetico en 3 ml. Cada una de
las porciones puede ser introducida después en un envase
adecuado, tal como una cdpsula, que proteja la mezcla de
cualquier humedad.

Si se utiliza una cdpsula farmacéutica de gela-

tina, en el interior del envase ha de colocarse un dese- :

cante, tal como una pella o grémulo de alumina.
Normalmente, entre lotes sucesivos hay alguna
variacidn en el tamafioc de las porcicmes en que es dividi-

da la mezcla, como resultado de variaciones producidas en

3719259
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! c¢la una cantidad adecuada de un agente de carga y estabi—{

cH CH.
y 3 3
N L N ¢ 1
HCOH + WAD' Dy g0 + wt o+ waDm
] ~ !
coo— coo™
LACTATO 000~ PIRUVATO ¢oo~
!4-., . !
cH , cH
;2 22
('}H 3 (;}Hz ?H 3 ?1{2 i
X - GPT, o
¢=0 L HO-IH,, ~—==> CH-TH, + C=0
! ! ! 1
coo~ oo~ 00~ L 000~
PIRUVATO GLUTAZATO ALANTHA Al £a-CETOGIUTARATO

la actividad de las enzimas. Con el fin de que todas las
porciones sean de tamafio idéntico en todos los lotes, se
elige un tamafio esténdar de envase superior al tamaﬁo_mész
grande que se requiere. Despuds puede afiadirse a la mez-i
lizante de una sugtancia polihidroxilada, tal como el .wma-i

nitol, para llevar su volumen hasta un valor que asegure

.

que todas las porciones tienen un volumen que llene jusia
mente el envase.

Para efectuar una determinacidn de lactato-en-
un suero empleando una tableta de este ejemplo, primeﬁov
ge toma una nuestra del suero, de una cantidad tal ceno ‘

0,1 mililitro. Después, se disuelve el.contenido de una |

tableta de este tipo. ILa disolucidn resultante forma un

)

reactivo liguido que es precisamente de la magnitud corre
ta para efectuar una sdéla determinacidn, y déspués es mezi
clada directamente con la muestra. Tan pronto como el

reactivo y la muestra son mezclados, tienen lugar las si-

guientes reacclones:
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Como el glutamato, las enzinmas y la NAD son
suministrados en la tableta en exceso con respecto a la

cantidad requerida para las rcacciones, el unico factox

o 44 v U S i 7

limitativo es la cantidad de dcido ldctico presente. Asﬂ
pués, el piruvato formado eg proporcional a la proporoiénE
de deido ldetico. Cuando el piruvato reacciona desp@éé'
con el glutamato, eos convertido en alanina en pr0pordiﬁn
directa con el piruvato formado. Colocando la mezcla de
ensayo en un espectrofotdmetro adecvado y midiendo la don-
sidad dptica a 340 milinmicras, es medido el grado en. gae
la NAD suministrada es reducida en la primera fase, sin
la nueva formacidn competitiva de deido ldctico a partir
de piruvato. ’

La presente solicitud que corresponde a la presen-

tada en Estados Unidos de América, con fecha 6 de Septiem
bre de 1.968, bajo el mimero 758.120, se acoge a los be-
neficios del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre Pro-

piedad Industrial.

]

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn, propia y nueva, aue sei
oresentan para que sean objeto de esta solicitud de Patemi
te de Invencidén en Espafia, por VEINTE aflos, son los si-
suientes:

l.~ Un procedimiento de preparar un material de

ensayo para la determinacidén del contenido desconocido de!
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macenamiento, de: (a) las enzimas lactato deshidrogeanasa

? 2 ’ . . .
acido lactico en una muestra, caracterizado por coubinar ;

R
ung mezcla sdlida, soluble en agua, sustancialmente anhld?a
1

3

y estable al almacenamiento, de: (a) las enzimes lacta’o

deshidrogenasa y glutamato-piruvato transaminasa; (b) lg

it e v e 9

coenzima nicotinamida adenina dimucledtido; (c) el dcido

Zlutdmico, o una sal del mismo de metal alcalino, bloguea~

dores o colectores del piruvato; y (d) un tampdn capazgdeg
mantener el pH entre 7,5 y 11,0. : §

2.~ Un procedimiento de preparar un material de
ensayo para determinar el contenido de deido ldctico de\i
une muestra, caracterizado por combinar una mezcla sélida

soluble en agua, sustancialmente anhidra, y estable al el:

y glutamato-piruvato transaminasa; (b) la coenzima nicoti
namida adenina dinmucledtido; (c¢) el dcido glutdmico o una
sal del mismo de metal alcalino, colectores o blogueado-

res del piruvato; (d) un tampdn capaz de mantener el pH

entre 7,5 y 11,0;. (e) un estabilizante de las enziumas selec
cionado del grupo que consta de gomas mucilaginosas, hidro-

xialcohilaminas, dcido etilendiamin tetraacético y sus sam

les, una fuente de anidn sulfato, y sus mezclas; y (f) un

agente de carga y estabilizante sclecclonado del grupo gque

consta de manite, sorbita, lactosa y poli(alcohol vinilic
vy en el que ademds (a) y (e) son una mezcla liofilizada.
3.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 2,
caracterizado porque (d) es carbonato de potagio, hidrdxi
do de potasio, o glicina.
4.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 2,

1

¥

[+

~e

caracterizado porque (e) es goma ardbiga, btris(hidroximetil)

aminometano y swu sulfato, sulfato de amonio, y dcido etil
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: endigmintetrasncédtico.

De= Ua yprocedimiento gegin la reivindicacidn 2,

ceracterizado porque (d) es carbonato de potasic, hidrdsi-

do de potasio, o glicina, y (e) es goma ardbviga, tris(hi-
5 g droximetil)aminometano y su sulfato, sulfato de amonio, y .

| deido etilendiamintetraacdtico. :

i

i

% 6.~ Un procedimliento de preparar um material

| ‘
i

H

| de enpayo pars la determinacidn del contenido desconocidoi
' i
i de acido léctico en una muestre. :
| i
10 ? Tal y como se ha descrito en la Memoris que anté

cede y pars los fines que se han egpecificado.
Le presente Memoria consta de treinta hojas es=

! eritas a méquina por una sols de sus caras.

H - -

L. S,

Madrid ’ i

P-A.l
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