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E1 invento se refiere a un procedimiento de gnéli-
gig para la determinzcidn per via enzimética de substratos -
en liquidos biolégicos, ecpecialmente en liquidos corporales,
tales cCoOmo SUETXO.

5 Fn la técnica anslitica se determinsn con frecuen-
cia componentes en liguidos bioldgicos, de acuerdo con el si

guiente esquema generesl de reaccidn:

§ + ATP quinasa especifica, S-fosfato + ADP

ADP + PEP PK ATP + piruveto
< P

10 Piruvato + NADH LDH L-lactato + NAD
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En las ecuaciones antedichas, S significa el substrg
to que ha de ser determinado o un producto de reaccidn obteni-
do a partir del mismo por una reaccidn enzimdtica previamente
realizada, ATP significe adenosintrifosfato, S-fosfatﬁ signifi
ca substrato fosforilado o producto de reaccion fosforilado, -
ADP significa adenosindifosfato, PEP significa fosfoenolpiruvg
to, PK significa piruvatoquinasa, NADH significa nicotinamido-
sdenin~-dinucledtido reducido, LDH significa lactato-deshidrogg
nasa y NAD significa nicotinsmido-adenin-dinucledtido oxidado.

Fn ls sucesidn zntedicha de reacciones, la cantidad
del ADP formado en la primera reaccidn, es direct;mente propor-
cional a la cantidad desconocida de 5. La magnitud de medicidn
es el consumo de NADH, que es medido de una manera rutinaria -
mediante determinacidn de la disminucidn de absorcidn- a 340 nm,
Hg 365 o Hg 335. El éistema antedicho de reacciones es utilizg
ble de modo general para la determinacién de sustancias que -
pueden ser fosforiladas bajo la influencies de una quinasa espg
cifica mediante ATP, con formacion de ADP, o parala dete¥mina*
cién de sustancias a psrtir de las cuales se puesden obtener -~
productos de reaccidn adecusdsmente fosforilables.

El esquema de reaccidn arribs representado es utili-
zado en especial en el laboratorio elinico-quimico en gran ex-
tensién para ls determinacién de diferentes substratos, logrép
dose la especificidaed para un determinado substrato, en cada -
caso, por medio de la quinasa especifica. No obstante, el sis-
tema tiene la desventaja de que en liquidos bioldgicos, tales

como liquidos corporales y especialmente en el suero, existen
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en general otras sustancias que también ﬁonducen a una reac-
cidn consumidoré de NADH, Esto ocurre muy especialmente con

el piruvato enddgeno. Otra razén més para tomar en considerg
cidn un valor testigo de muestra es la diferente absorcidn -
inherente de los liquidos bioldgicos o corporales a ias lon~-
gitudes de onda mencionadas, por ejemplo a causa de su contg
nido de bilirrubina. Por leo tanto, tales determinaciones se
han llevado & cabo hasta ahora en general tomando en considg
racidén al mismo tiempo un velor testigo de muestre en el cual
falta la quinasa especifice, es decir la enzima fosforilado-
ra. Por resta de los resultados obtenidos en las dos determi
naciones paralelas, se puede determinar entonces el conteni-
do de la sustanciz buscada. Is desventajoso en tal caso el -
hecho de que se necesita doble cantidad de los reactivos en-
2iméticos, de por si muy costosos, éue lo que seria necesa =

rio para la determinacién y, por consiguiente, se duplican =~

précticamente los costos de reactivos. Es desventajoso ade -

mds el hecho de que la reaslizacién del procedimiento con los
aparatos autométicos de andlisis hoy dia habituales es s6lo
posible cuando se dispone de dos canales de medicidn.

Otra posibilidad més de eliminar el error causado
por sustancias enddgenas consiste en hacer reaccionar las -
sustancias enddgenas antes de affadir la quinasa especifica,
medir en una primera determinacidn el consumo de NADH, luego
efadir la quinas.. - {fica y determinar de nuesvo el consu-
mo de NADH. Este procedimiento es costoso y tiene la ventajs,

especialmente grave, de que no se puede realizar apenas e&n
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los aparatos autométicos de andlisis conocidos.

Por lo tanto, el invento tiene la misidén de propor-
cionar un procedimiento del tipo arriba mencionade, en sl -
cual se debas realizar sélo una (nica medicidn y en el cual -
se disminuya el consumo de esnzimas., Ademés de elle, el proce-
dimiento debe de ser aoropiado para la realizacidn en apara -
tos autométices de analisis habituales,

Fsta misidn se resuelve, de acuerdo con el invento,
por medio de un procedimiento de andlisis para la determina -
cidén por via enzimética de substratos en liquidos bioldgicos,
especialmente en el suero, por fosforilacién del substrato o
de un producto de reaccién con ATP obtenido por via enziméti-
ca a partir del mismo en presencia de una quinasa especifice,
con liberacién de ADP, reaccidn de este (ltimo con fosfosnol-
piruvato en presencia de piruvatoquinasa con formacidn de.pi-
ruvato, hidrogenacidn del ﬁiruvato mediante NADH en presencia

de lactatodeshidrogenasa y medicidn del consumo de NADH, el -

cual procedimiento estd caracterizado porque la muestra de 13

quido es hecha reaccionar con los reactivos necesarios para -
la sucesién de reacciones en ausencia de la quinssa especifi-
ca y en presencia de un sistema enzimético que regeners NADH,
a continuacidn las esnzimes son separadas desde ls solucidn de
reaccidn a través de una membrana semipermeable, se affaden al
producto filtrado la quinasa especifica, piruvatoquinasa y -
lactatodeshidrogenasa, y se lleva a cebo las medicidn,

El procedimiento de acuerdo con el invento es apro=

piado en principio para todos los procedimientos enzimdticos
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de andlisis, en los cuales o bien el substrato a determinar
propismente dicho o bien el producto de una reaccién enzimd
tica previamente realizada se hace reaccionar con ATP y con
la quinasa especifica correspondiente, con formacion de ADP.
Ejemplos de tales procedimientos son la determinacién de -~
glicerina libre (Klin. Wschr. 40, 362 (1962)), de grasas -
neutras (Klin. Wschr. 44, 262 (1966)), de creatinina (Scand.
J. Clin. Lab. Invest. 29, Suppl. 126 (1972)), de glucosa
(Biochem., Z. 328, 499 (1957)).

5i se determina el substrato de la quinesa especi
fica propismente dicha, por ejemplo en el caso de la ﬁedi -
cién de glicerina libre, se afade sblo la quinasa especifi-
ca para ello, en el caso del ejemplo, por lo tanto, gliceri
noquinasa. Caso de que la quinasa fosforile & un producto =~
de reaccién obtenido por via enzimdtica a partir del subs =
trato propismente dicho que ha de ser determinado, es nece~
sario ademés el sistema de reaccidn enzimdtico para la recy
peracidén del producto de reaccién a partir del substrato en
la primera etapa del procedimiento.

Un ejemplo de ello es la determinacidn de grasas
neutras (determinacidn de triglicéridos), en que se hacen -
reaccionar las grasas con lipasa y eventuslmente con estera
sa, con formacidn de glicerina y édcidos grasos y la gliceri
na formads es fosforilada luego de nuevo con ATP y con gli-
cerinoquinasa,

Los reactivos necesarios para la sucesidn de resg

ciones son, aparte de las enzimas mencionsdas, ATP, PEP vy
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NADH, también las sustancias auxiliares tales como sustancias
tampén, sales inorgénicas por ejemplo sulféto de magnesio, =~
eventualmente sﬁstancias tensiocactivas y similares. Todas es-
tas sustancias son conocidas para un técnico en la materia -
dentro del marco de la sucesidn de reacciones a realizar, y -
no ‘necesitan ser descritas detalladamente en ei presente caso,

El sistema enzimdtico regenrador de NADH consta en

1o esencial de unas deshidrogenasa especifica para NADH asi cg

mo de un substrate parz esta deshidrogenasa. Se prefiere den-
tro del marco del invanto uno de tales sistemas que contenga
alcoholdeshidrogenasa y, en calidad de substrato, alcohol.Otras
deshidrogenasas especificas para NADH y otros substratos para
éstas pueden ser utilizados, no obstante, de igual modo.

Come membrans semipermeable se utiliza dentro del -
marco del invento une membrana que retiene sustancias ﬁrotéi
nicas, pera deja pasar sustancias de bajo peso moleculsr. Ejem
plos de membranas apropiadas de este tipo son membranss de -
diflisis, membranas de ultrafiltracidn, membranas para la &g
mosis inversa, etc.

En el caso de la realizacidn del procedimiento de -
acderdu con el invento en un aparato automdtico de anélisis -
usual en el comercio puede emplearse como membrana semipermeé
ble para ls separacidn de las proteinas ei aperato de didli-
sis previsto en genersl en tales aparatos. Por lo tanto, es -
posible llevar a cabo el procedimiento segin el invento en tg.,
les aparatos autométicos, sin tener que modificar;os y sin =

gue sea necesario un segundo cansl de medicién. Por lo tanto,
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en esta forma de resalizacidén del invento se hace uso, en prip
cipio, de una compartimentacidn de las reacciones, transcu -
rriendo las reacciones enzimadticas, excluida la fosforilacidén
con ATP {(como consecuencia de la susencia de la quinasa espe-
cifica) en un primer compartimento, luego los componentes de
bajo peso molecular son transferidos a través de la membrana

semipermeable a un segundo compartimento, sin que sea necesas
rio ningﬁﬁ tipo de mediciones, en el segundo compartimento se
aﬁaden.luego la quinasa gspecifica, PK y LDH, y se mide por -
via fotométrica el consumo de NADH. Dado que por medio de la

membrana semipermeable se excluye también el sistema regenerpg
dor de NADH como consecuencia de la separacidén de la deshidrg
genasa necesariz para ello, el consumo medido de NADH corres-
ponde sdlo a la cantidad del substrato fosforilado, excluyén-
dose las reacciones perturbadoras. La magnitud de las resécig
nes perturbsdoras evitadas de este modo se hace reconocible -
en tal caso si se comparan por ejemplo para el suero las con-
centraciones de piruvato usuales en el mismo con las concen =
traciones que tienen normalmente en gl suero las diferentes -
sustancias que han de ser determinsdas de acuerdo con el pro-

cedimiento arriba descrito:

Componente del suero Concentracidn .% del contenido del
margen normal  piruvato referido -
(mM) al substrato
Piruvato g,05 - 0,07 ' ——
Triglicéridos 0,8 -~ 1,94 3 % hasta 10 %
Glicerina libre 0,03 - 0,145 30 % hasta 200 %

Creatinina 0,07 - 0,13 40 ¥ hasta 100 %
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La Tsbla antediche permite reconocer gque sélo la peg
turbacidn causada por el piruvato puede constituir un miltiplo
del valor de medicidn causado por el substiato. A esto se agrg
ga el hecho de ques en los liquidos bioldgicos se presentan en
muchos casos también otras sustancias perturbadoras, tales co-
mo bilirrubina, cuya influencia también es egcluida’en el pro-
cedimiento de acuerdo con el invento. Con el fin de mostrar eg
to, se disuelven en un suero cantidades crecientes de bilirru-
bina (hastas de 10 mg/100 ml). Lz determinacidn del contenido -
de glicerina con una de tales mezclas de reactivos dig iquales
valores con bilirrubina que sin bilirrubina., En el caso de su-
presién del sistema regenerador de NADH resultsron valores de
medicidn mayores en aproximadamente lﬂ%; que se dében al contg
nido de piruvato andégeno, pero que, sorprendentemente, eran
précticamente independientes de la concentracidn de bilirfubi
na. Por lo tanto, por medio del procedimiento de acuerde con =
el invento se excluyen también perturbaciones que han de ser -
atribuidas a una coloracién inherente: del 1liquido bioldgico.
No es conocido 2 qué se debe este efecto.

Por medio de la eliminacidn de la necesidad de detegr
minar un valor testigo ds muestra, se disminuye hasta en 50% -
el consumo d= enzimas caras ¥, al mismo tiempo; no sdlo se con

serva la posibilidad de realizacidn automdtica del procedimien
to sino que también se hace posible trabajar con los aparatos
automdticos de andlisis que sdlo tienen un Gnico canal de me-

dicidn. En el caso de aparatos automdticos de andlisis con dos

canales de medicidn no sdlo se mantiene libre un canal de me -
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dicién para otras determinaciones sino que también le manipu=-
1acidn se hace esencialmente mis sencilla, ya que se shorra
el ajuste cronoldgico, electrénico y éptico de dos canales =
automdticos de anélisis.

De acuerdo con el invento se exﬁluyen también per -
turbaciones debidas a un contenido de proteinas de elevado pg
so molecular, que dispersan intensamente la luz y de este mo-
do simulan una absorecidn de luz, por ejemplo en el casp de -
susros intenszmente lipémicos,

Se lograron resultados especialmente buenos en el -
procedimiento de acuerdo con el invento con etanol y alcohol-
deshidrogenasa en calidad de sistema regenerador de NADH, cuap
do la concentracién de etanol era de al menos 2 g/100 ml de
tampén y la concentracién de ADH era de al menos 180 UI/ml.En
este caso se manifestd apropiado especialmenfe tampdn de frig
tanolamina de 0,05 a 0,2 M, con pH 7 hasta 8. Los siguientes

Ejemplos explican adicionalmente el invento.

EJEMPLO 1

Determinscidén de glicerina.

En la determinacidén se empled una muestra scuose, -
con una concentracién de glicerina de 30 mg/100 ml, La influgn
cis de piruvato se estudid esfisdiendo & la muestra 2, 4, 6, B
y 10 mg de piruvato/lDD ml. La determinacidén se llevd a cabo
en el autoanalizador, Generaciodn II, un aﬁarato automético de
gndlisis de la firma Tgchnicon, USA. Este sparato trabaja con

un sistema de circulecidn continua y, por lo tanto, laz dosi-
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ficaciones de los reactivos individuales se indican en la di-
mensidn (ml/minutu). Pars la separacidn de lés enzimas sirvid
una celda de didlisis usual en el comercio de la firma Techni
con, USA. Lz muestra (0,05 ml/minuto) fue diluida con una so-
lucidn que contenia tempén de trietanolamina, 0,1 M, pH = 7,6,
NADH (0,025 mM), ATP (0,13 mM), PEP (0,04 mM), sulfato de mag-
nesio (1,0 mM), etenol (2 g/100 ml) y lss esnzimas LDH (1,6 U;/
ml), PK (0,3 UI/ml) asi como ADH (180 UI/ml), con una veloci =
dad .de circulacién de 0,8 ml/minuto. Se disliza frente a una -
solucidn que contiene tampén de trietanoclamina, 0,1 M, pH =T7,6,
con NADH (0,1 mM), ATP (0,53 mM), PEP (0,18 mM), sulfsto de -
magnesio (1,0 mM), LDH (6,4 UI/ml), PK (1 UI/ml) con una velo-

cidad de circulacidn de 0,6 ml/minute.

Al producto dislizado se agrega la solucion de la -
glicerinoquinasa (2 UI/ml en 7,5 mM de sulfato de magnesio}, -
con una velocidad de circulscién de 0,1 ml/minuto. Se ﬁide' la
disminucidn dé extincion, expresada en divisiones de escala, -
después de un tiempo de incubacién de 7,5 minutos a 372C. En -

la Tabla 1 se recopilan los resultados,

¢
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Resulta manifiesto que sdlo el procedimiento de acueg
do con el inventoc (columnz 3) prdporciona con un Unico canal de
medicién valores coincidentes con relacidn al procedimiento de-
2 -canales, calificzsdo como corrscto, con valor testigo de mues-

tra (columna 1).

EJEMPLO 2

Determinacidn de grasas neutras en el suero huﬁanu.

Como muestras sz tomaron sueros humanaos, & los cua -~
les se habia affadido piruvato en las concentraciones de 2, 4,
6, 8 y 10 mg/100 ml. En lo que se refiere a los aparatos ss -
trabajo igual & como se describe en el Ejemplo 1. Las solucig
nes tienen los siguientes componentes y se bombean con la si=-
guiente velocidad de circulacidn:

Muestra: 0,05 ml/minuto.

Solucidn 1:

Tampdn de trietanolamine 0,1 M, pH = 7,8 con 0,8 ml/
minuto que contiene 0,025 mM de NADH, 0,13 mM de ATP, 0,04 mM
de PEP, 1,0 mM de sulfato de magnesio, 2 g/100 ml de etanol,

1,6 UI de LDH/ml, 0,26 UI de PK/ml, 180 UI de ADH/ml, 11 UI de

_esterasa/ml, 400 UI de lipasa/ml, 0,1 mg de dodecilsulfatoc so-

dico/ml.

Solucién 2 (producto dializada):
Tampén de trietanolamina 0,1 M, pH = 7,6 con 0,6 ml/
minuto gue contiene; 0,1 mM de NADH, 0,53 mM de ATP, 0,18 mM

de PEP, 1,0 mM de sulfato d= magnesio, 6,4 UI de LDH/ml, 1,0 UI
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de PK/ml.

Solucién 3:

7,5 mM de sulfatoc de magnesio con 0,1 ml/minuto, que
contiene 2 Ul de glicerinoquinasa/ml.
El tiempo de incubacidn es de 7,5 minutos a 378C.

Los vaelores de medicidn estaén recopilados en la Ta -

bla 2.
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EJEMPLD 3

T ———————

Supresién de interferencias de otras sustanciss coloresadas.

Una muestra, en la que se debe determinar la concen-
tracién de grasas neutras, es mezcleda con una muestra gque cop
tiene una elevada concentracidén de bilirrubina. (La bilirrubi-
na es un producto de degradacion del colorante sanguineo pro =
pio del cuerpo y muestra a 340 6 366 nm una absorcidn limite =~
cuyo méximo se encuentra en 450 nm). Por lo demds, se mantienen
experimentalmente las mismas condiciones que en el Ejemplo 2 =~
con la excepcidn de que para el testigo se midid en la serie =~
de ensayds 18 columna 3 sin quinasa (glicerinoquinasa)., Los rg

sultados estén mostrados en la Tabla 3.
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F1 grado de valor encontrade de 0% en la columna

3 demuestra que no se puede medir ningune influencia de bi=~

lirrubina.

N O T A

F——

Se reivindica como nuevo y de propia invencidn,

1,~ Procedimiento de andlisis para la determinacidn
por via enzimética de substratos en liquidos bioldgicos, espg
cialmente en el suero, por fosforilacidn del substrato o de
un producto de reaccidn con ATP obtenido por via enzimdtice
a8 partir del mismo en presencia de una quinasa especifica con
liberacidn de ADP, reaccidn de esta (ltima con fosfoenolpiru-
vato en presencia de piruvatcquinasa con formacion de piruve-
to, hidrogenacidn del piruvato mediante NADH en presencia-de
lactatodeshidrogenasa y medicidon del consumo de NADH, caractg
rizado porque la muestra de liqyido es hecha reaccionar, en -
susencia de la quinass especifica y en presencia de un siste=-
ma enzimético regenerador de NADH, con los reactivos necesa -
rios para la sucesidn de reacciones, a continuacién las enzi=
mas son separadas de la solucidn de reaccidn a través de una
membrana semipermeable, se afaden al producto filtrado la qui
nasa especifica, piruvatoguinass y lactatodeshidrogenasa, y -
se lleva a cabo la medicién.

2.~ Procedimiento, segln la ieivindicacién l, carac-
terizado porque se utiliza un sistema regenerador de NADH, que

contiene una deshidrogenasa especifica para NADH y el substra-
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to de la misma.

3.~ Procedimiento, segin las reivindicaciones ante-
riores, caracterizado porque se utilizs alcohildeshidrogenasa
con alcohal en calidad de substrata,

4.- Procedimiento, segdn una cualquiera de las rei~
vindicaciones anteriores, caracterizado porque el procedimiep
to se lleva a cabo en un aparato automdtico de andlisis.

S.- Procedimiento, segln una cualquiera de las pre-
cedentes reivindiceciones, caracterizade porqﬁe la separacicon
de las enzimas se efectla por diflisis, ultrafiltracién,dsmo-
sis inversa o centrifugacidn.

6.- "PROCEDIMIENTO DE ANALISIS PARA LA DETERMINAEIDN
POR VIA ENZIMATICA DE SUBSTRATOS EN LIQUIDOS BIOLGGICOS".

Tel como se describe y reivindica en la presente Me-

- moria Descriptiva, que consta de dieciocho hojas escritas a mé-

quina por una sols cara.
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