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Método para el estudio de reacciones enzirdticas y otras

reacciones biogquimicas.

La presente invencidn se refiere a un procedimiento pa

ra estudiar las reaccionesg enzimiticas y otras reacciones

bioquimicas del tipo en que la sustancia, cuyas actividad

o doncentracién se quiere determinar, afecta & un substre

to especifico para la reaccidn bioguimica.

Se pretende que el método sea utilizado, entre otras
cogas, para la determinacidn de le activided enzimdtica,
especialmente para los enzimas del tipo de las proteasas
séricas, (trombina, plasmina, trypsina, etc). Algunos de
estos enzimas regulan la cozgulacibn de la sangre v la fi
brinbdlisis, y les alteraciones en las cantidades normales
de enzimas explican algunos cambios patoldgicos tales co-

mo las hemorragias o las trombosis.

El método puede también ser utilizado para estudiar re
acciones inmunoldgicas tales como los acoplamientos anti-
geno-anticuerpo. Entre otros sistemas que también pueden
estudiarse se encuentran los acoplamientos inhibidor-enzi
ma, los acoplamientos receptor-hormona y los acoplamien-—

tos receptor-esteroids.

Se conoce previamente el estudio de las reacciones en
zimdticas por medio de "glectrodos", en los que se mide
la diferencia de potencial sobre las membranas, especifi

ca para los productos de desecho de la reaccibn. Véase
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también Gough D.A. y Andrade J.D. Enzyme Electrodes, Scien
ce Vol 180, pp 380-384.

Al estudiar las reacciones inmunoldglcas, se conoce la
uwtilizacidn de placas de vidrio metalizadas con niquel 80
bre las que se han absorvido antigenos formando una capa
superficial de menera que cuando la placa de vidrio se su
merge en une solucibén conteniendo anticuerpos, hay un aco
plamiento entre los antigenos y los anticuerpos, con el -
resultado de que aumenta el espesor de la capa. El acopla
miento se detecta midiendo bpticamente el espesor de la -
capa por medio de un elipsbmetro. Véase también Rothen A.,
"Immunologic and enzymatic reactions carried out at a so-

1id-liquid interface, Phisiol Chem & Physics 5, 1973%.

Se comre tambidn previamente la determinacibdn de la ac
tividad enzimétice por medio de un procedimiento conducto
métrico, véase Lawrence A.J. y Moores G.R., "Conductome—

try in Enzyme Studies, Eur J. Biochem 24 (1972), pp 538-
546" .

También se conoce el hecho de que las moléculas orgéni
cag pueden absorverse sobre superficies de los electrodos
y cambiar las propiedades eléctricas de los electrodos, =
véase Bockris J. O'M y Reddy A.K.N., "Modern Electroche—-

mistry, Plenum Press, Vol 2. chap 7",

También se han desarrolledo substratos especiales con

elevada susceptibilidad a los enzimas en cuestibn, espe—
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cialmente del tipo de substrato de amida, con su capaci-
dad propia para ger hidrolizado en presencia del enzima
dando como resultado pﬁoductos cromofbricos. El cambio

de colores que se presenta puede medirse facilmente por
mediog espectrofotométrioos, por ejemplo, por medio de un
espectrdmetro 6ptico de absorcibn. En la patente de los
Estados Unidos n® 3.884.806 se describe un substrato que
puede ser wtilizado para la deteccibn dptica de la acti-
vidad enzimAtica, y que facilita la prueba clinica, por
ejemplo, de ciertas cantidades de antitrombina y protrom

bina.

Uno de los inconvenientes que se observa en el método
de deteccibn &ptica es que se necegita un aparato mis -—-
bien complicado y caro, y se precisa tarbién una cantidad
considerable de substrato en el procedimiento de medicidn.
Por otra parte, no es posible estudiar directamente en la
sangre la actividad enzimética debido a la turbidez de la
sangre. Por el contrario, es necesario trabajar con el -
plasma (después de retirados los glbbulos rojos) o el sue

ro (despuds de retirado también el fibrindgeno).

La finalided de la presente invencidn es la de propor—
cionar un método simple en el que se eliminan los inconve
nientes antes citados. Ia invencibn, pues, se caracteriza
fundamentalmente por el hecho de que en primer lugar se -
mide la capacitancia entre dosg electrodos en presencie -

del substrato solo y posteriormente se mide la capacitan
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cia afiadiendo la sustancis suya actividad o concentra——-
cibn se quiere determinar, con lo que el cambio de capa-
citancia por unidad de tiempo o el cambio total de capa-

citancia es le medida de la actividad o concentracibn de

la sustancia.

A continuacidn se deseribird la invencibn con nés de-

talle con referencia e los dibujos adjuntos, en los ques

La figura 1, muestra un aparato eléctrico de medicidn,
pars medir la capacitancie entre dos electrodos; la fign
ra 2, muestra un diagrame simplificedo de un circuito —=-
equivalente del dispositivo de medicidn; la figura 3, --
mestra une curva de la capacitancia medida en funcidn del
tiempo, cuando se afiade el substratos la figura 4, muegtra
una vigte esquemética del procedimiento para determinar la
actividad enzimdtica; la figura 5, muestra una curva del
recubrimiento de moléculas de substrato absorvides (1/Cg)
en funcifn de la concentracibn del substrato en la solu-
cidns la figura 6, muestra una vista esquendtica del pro
cedimiento cuando se estudia una reaccidn inmunolbgica y,
la figura % mieetre una vista esquemdtica del procedimien
to cuando se estudia una reaccidn bioguimica en la que que

da afectado el substrato de la solucidn circundante’s

En el primer ejemplo de realizacibn, la invencibn se -
dewcribe en relacibn con la determinacidn de la actividad

enzimdtica de las proteasas séricas. la invencibn se basa
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en el hecho de que el substrato que se utiliza tiene la
propiedad inherente de absorverse sobre una superficie
metdlica de absorverse en presencia de los enzimas en —-
cuestibn. En la figura 1 se represents un aparato de me-
dicidn por medio del cual se mide la impedancia de la ten
sidn alterna entre dos electrodos de platino 2,3, sumer-
gidos en una solucidn 4. El aparato de medicibn compren—
de un puente de impedancia 1, un generador de sefiales 5

y un amplificador con un detector de ceroc 6. Al comienzo,
el dispositivo de mediciln contiene solo une solucidn tam
pbn con un Ph = 8,2 y una resistencie idnica de 0,15. Con
easte valor de pH y esta resistencia idbnica, los enzimas -
en cuestidn investigados tienen una actividad Optima. Da—
do que la resistencia idnica es elevada, dé origen a la -
polarizacidn de los electrodos si se evalda la medicidn a
une frecuencia relativamente baja (100 kHz en este caso).
La resistencia en gerie Ry se determina por la conductivi
dad del electrolito y la capacitancia C4 se determina prin
cipalmente por la polarizacibn de los electrodos y una po-

sible capa absorvida de moléculas.

Segln la figura 1, es evidente gue el dispositivo de me
dicidn estéd conectado de forms que constituya uno de los
brazos del puente de impedancia. Si en este momento se afis
de a la solucifn tampdn una pequelia cantided de un substra
to de polipéptido del tipo mencionado en la patente de log

Bstados Unidos N¢ 3.884.896, la capacitancia medida Cg vVé—
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ria en funcibdn del tiempo, véase figura 3. La capacitan-
cia Cg disminuye en funcibn del tiempo, véase la curva a
en la figura 3, segln el hecho de que las moléculas de po
lipéptido se absorvan sobre las superficies de los elec-
trodog., Gradualmente se obtiene un equilibrio entre las

moléculas de polipéptido en la solucibn y las moléculas

absorvidas sobre las superficies de los electrodog. En eg
te momento puede suponsrsge que se absorve sobre lasg super
ficies de los electrodos una capa monomolecular de molécu

las del substratos

Si en este momento se afiade en el punto A, figura 3,

una solucidn enzimitica con capacidad para separar el polipép
tido, cambiarid de nuevo la capacitancie medida Cg. La capa
citancia Cg aumenta y vuelve a su valor original, véase cur
va b en la figura 3. El cambio de capacitancia depende fun
dementalmente del hecho de que el enzima afiadido afects al
polipéptido absorvido. El enzime afladido puede ser, por ejem
plo, trombina, tripsina o plasmina (proteasas séricas), que
hidrolizan el substrato polipeptidiéo, con 1o gue las molé-
cules esbsorvidas se sueltan o “ge consumen' total o parcial
mente, de forma que cambia la éapacitanoiaidel dispositivo
de medicidn, El cambio de capacitancia por unidad de tiempo,
la inclinacidn inicial de la curve b en la figura 3, es wna

medicibn de la actividad enzimética.

El dlispositivo de medicibn puede calibrarge por medio de

una centidad conocida de enzima. A continuacitn puede utili
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zarse la curva de calibracibn, cuando se mida sobre una
solucidén con una cantidad desconccida de enzima. Cuando
se realiza la medicién en el plasma de la sangre, es in
teresante la cantidad de antienzima. Ia cantidad mencio
nada puede determinarse afiadiendo una cantidad conocida
de enzima al plasma de la sangre. Despuds de algunos mi
nutos, cuando se queda inhibido el antienzima, se mide
la cantidad restante de enzima, Si este procedimiento se
evalla para dos cantidades diferentes de enzima o plasma,

puede extrapolarse la cantidad original de antienzime,

El procedimiento que se describe a continuacibn para
determinar la actividad enzimdtica se ilustra esquemdti
camente en la figura 4, en la que la figura 4a mnestra
el dispositivo de medicibn con los electrodos sumergi-—
dog en la solucidn del substrato, con lo que las moléeu
las de substrato S se distribuyen entre moléeculas en la
golucibn y moléculas absorvidas en las superficies del
electrodo, A una baje concentracidn, la reaccibn entre
ellas se mantiene constente. Cuando aumenta la concentra
cibn, las superficies de los electrodos se rellenarin era,
dualmente y quedard absorvida una parte cada vez menor de
las moléoulas afiadidas. En la figura 5, un diagrama ilus-
tra el espesor de la cape & diferentes concentraciones del
subgtrato polipeptidico (la cantidad de polipéptido de 1la
concentracién 1 mm. en O!'5 ml. de solucidn tampén). El dig

grama ilustra que, a elevadas concentraciones de péptidos,
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posiblemente se sbsorve una capa Unica de moléculas de
péptidos. Ia adicibn ulterior del substrato sumente en
tonces fundamentalmente al nimero de moléculas en la 8o

lucibn.

Se a continuacibén se afiade un enzima, véase figura 4b,
las moléculas enziméticas E afectarén a las moléculas de
la solucibn asi como a las moléculas ebsorvides. En la fi
gura 4c se ilustra como varia la capacitancia en serie Cg,
en funcidn del tiempo, cuando se afiaden moléculas S del
substrato y posteriormente moléculas E del enzima. Dado
que el dispositivo de medicidn dnicamente detecta los cam
bios en el nimero de moléculas absorvidas, es conveniente
que la mayor cantidad posible afecte a las moléculas ab—-
gorvidas. En consecuencia, se espera un punto Sptimo de
sengibilidad en presencia de una cierta cantidad de pépti
do afiadido. A una baja concentracidn de péptido, se obser
va una pérdida de sensibilidad porque las superficies de
los electrodog tienen una pequeila eficiencia de llenado y
a elevadas concentraciones le mayoris del enzime afiadido
afecta a las moléculas en la solucidn. Das medidas indican

igualmente que existe este punto Sptimos

En el ejemplo que ascabamos de describir, el substrato
consiste en un polipéptido del tipo descrito en la paten
te de los Estados Unidos 3.884.896, con susceptibilidad
a la trombina y otros enzimas proteoliticos del tipo de

las peptidohidrolasas peptidicas. El substrato que ha giw-
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do utilizado se hidroliza en presencia de los enzimas
en cuestibn y produce un producto cromoférico que pue-
de ser medido espectrofotométricamente. El substrato
utilizado no es en absoluto dptimo para la deteccidn
e;éctrica que acabamos de describir, siendo lo prinqi
pal que el substrato se adhiere a fondo de los electqg
dos y que una parte significativa se suelta en la hid:é
lisis enzimdtica que da origen a un importante cambio
en la capacitancia de los electrodos metdlicos. En con-
secuencia, el substrato se adherird de forma que el en-
lace"sensible" quede accesible al enzima. Los experimen
tos ;ealizadoé han indicado que el subgtrato no saturaré
totalmente la superficie para una eficiencia 0ptima de la

deteccidn,

En el ejemplo que hemos descrito el substrato se ha
afiadido también a la solucibn tampdn en el dispositivo
de medicibn, con lo que el substrato se absorve sobre los
electrodogs metdlicos. Una alternativa es la de proporcio-
nar a los electrodos una capa de substrato antes de la me
dicibn, es decir, utilizar electrodos previamente prepa—
rados y estudiar el cambio de capacitancia resultante cuan
tos estos electrodos se sumebgen en la solucidn enzimitica
en cuestibn. En consecuencia, no es necesario gque el subs-
trato se absorve sobre el electrodo metdlico ya que el subg
trato,por ejemplo, puede unirse quimicamente a la superfi-
cie del electrodo, a condicidn de que las moléculas de subs

trato fengan propiedades tales que el enlace "gsensible" eg



235

240

245

250

255

10

+6 accesible al enzima y que se suelte una parte de toda
1a molécula del substrato, cuando el enzima afecte a la

molécula,

La figura 6 muestra un ejemplo en el que se utiliza el
dispositivo de medicilém para estudiar una reaccidn inmu
noldgica del tipo unién antigeno-anticuerpo. De acuerdo
con el ejemplo que se acaba de describir, se mide la ca=
pacitancia entre dos electrodos 2, 3, por medio de un ~-
puente de impedancia 1 con las mismas caracteristicas de
construceibn que el de la figura 1. Les supcrficies de
los electrodos se preparan con antigenos ya desde el co-
mienzo, o bien se sumergen los electrodos en una golucibn
de antigenos, con lo gue los antigenos se absorven sobre
lag superficies del electrodo y se mide la capacitancia
en este cago. A continuacidn se sumergen los electrodos
en la solucibén que contiene anticuerpos, con lo que los
anticuerpos unen a los antigenos absorvidos, de forma gue
sumente la capa en las superficies de los electrodos, es
decir, disminuye la capacitancia Cge La figura 6a ilustra
los electrodos sumergidos en una solucidn tampbn 4, ¥ -
cuando se afiaden moléculas de antigeno (indicadas con 8)
oxisbte una absorciln sobre las superficies de los elec—-
trodos de moléculas de antigeno, hasta que finalmente se
alcanza el equilibrio antre los antigenos en la solucidn
y los antigenos absorvidos en la superficie de los elec-
trodos, véase figura 6b. En la figura 6c¢ finalmente se -

ilustra el procedimiento de afiadir anticuerpos E a la s0



260 lucibn. Alguncs de los anticuerpos estén unidos a anti-
genos en la golucidn y otros a antigenos en la superfi-
cie de los electrodos. También en este caso se alcanza
un equilibrie, véase la curva 6d, que ilustra la capaci
tancia en serie Cg entre la superficie de los electro-

265 dos como funcidn del tiempo cuando se afiaden antigenos
(S) y anticuerpos (E). Ia inclinacidn inicial de la cur
va, despuds de afladir los anticuerpos (E) se determina
por la concentracibn de anticuerpos, Lo gque proporciocnsa
una medida cuantitativa de la misma. Tarbién puede obte

270 nerge una medida cuantitativa de la concentracién de an

" ticuerpos por el cambio total de capacitancia cuando se

afladen anticuerpos.

En el ejemplo que se describe a continuacibn, el subg
trato especifico consiste en antigenos cuyas moléculas
275 deben tener la capacidad para adherirse a los electrodos
de forma que las moléculas de los anticuerpos puedan unir
se a las moléculas de antigeno y ademls que la capa anti
geno-anticuerpo que se forme se mantenga suficientemente
Tuerte sobre el electrodo. Si el complejo antigeno-antg
280 cuerpo se suelta de la superficie del electrodo, este
procedimiento puede aplicarse de acuerdo con el ejemplo

anbterior,

Incluso pare la deteccidn de anticuerpos existe una
concentracibén dptima de antigenos que depende del equi-

285 librio que ocurre entre los antigenos en la solucidn y



los antigenos en la superficie del electrodo, incluso un
equilibrio entre moléculas de antigeno y anticuerpo sim~

ples y unidas regpectivamente,

En caso de que la sustancia gue se estudia afecte éni
290 camente al subgtrato en la solucidn, el procedimiento se

aplica del siguiente modo.

Cuando se aflade una sustencia a la solucibdn en el dig
positivo de medicidn, cuya sustancia afecta Gnicamente al
substrato en la solucibn, diswinuird la concentracidn de

295 moléculas del substrato. Con el fin de mantener el equili
brio entre el substrato en la solucidn y el substrate ab~
gorvido, el substrato absorvido se soltard de la superfi-
cie de los electrodos, dando luger a una disminucibn de la
capa situada sobre la superficie de los electrodos y a un

300 aumento de la capacitancia Cg, véase figura Td. EL cambio
de capacitancia por unidad de tiempo, la inclinacidn de -
la curva cuande se afiade la sustancia en cuestibn, se de-
termina por la concentracibn de la sustancia que propor-
ciona una medida cuantitativa de la misma. Lo mismo ocu-

305 rre con el cambio total de capacitancia (después de un -
tiempo prolongado), que por consigulente puede utilizar-
86 como medida de concentracibn o actividad de la sustan

cia en cuestibne

Bn muchos cagos la sustancia afiadida afdcta tanto al
310 substrato en solucibn como al substrato sobre los elec—

trodos. El cambio de capacitancia depende pues de dos pro
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cesos, pero sigue siendo una medida cuantitativa de la -

concentracibén o actividad de la sustancia afiadida.

Bn los ejemplos que se han descrito, se utilizaron eleg
315 trodos de platino. Como material para los electrodos pue~
den también utilizarse otros metales. Metales como el co-
bre, la plata, el molibdeno, el titanio, el oro, el pala-
dio y el cromoniquel, se ha demostrado que pueden utili—-
zarse perfectamente como material para los electrodos. Se
320 ha observado, sin embargo, gue también pueden utilizarse
otros tipos de electrodos, como electrodos de semiconduc
tores. En los ejemplos se considera ademids que el puente
de impedancia ge proporcions preferentemente con galidas
que exponen el carbio de capacitancia por unidad de tiem
325 po (Yactividad enzimitica e instantdnea") y cambio total
de capacitancia (Yactividad enzimitica inteprada') para

la muestra en cuestibdn,

La invencidn no se limita a los métodos expuestos co-
mo ejemplos, sino que pueden introducirse diversas modi-
330 ficaciones sin apartarse por ello del espiritu ni del ém

bito de la invencidn.,
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RETVINDICACIONES

1o~ KETODO PARL EL ESTUDIO DE REACCIONES ERZINATICAS Y QTRAS
REACCIONES BIOQUIMICAS, en el que una sustancia, cuya activi
335 dad/concentracidn quiere deterrinarse, afecta a un substrato
especifico para la reaccidn bioquimica, caracterizado porque
se determina como valor de control la capacitancia en un dig
positivo de mediecibn que contiene electrodos recubiertos con
substrato, con lo que la sustancia, cuya actividad/concentpg
340 cidn quiere determinarse, se introduce en el dispositivo de
medicidn del cambio de capacitancia, de modo que se consiga
une medida cuantitativa de la actividad/concentracidn de la
sustancia, presente en la muestra y que afecta al substrato

especifico unido a log electrodos.

345 2.~ létodo, seglin la reivindicacidn anterior, caracterizado
porque la capa de subsirato en la superiicie de los electro
dos se forma por inmersibn de los electrodos en una solucidn
que contiene substrato con capacidad de absorverse sobre la

superficie de los slectrodos,

350 3.~ Método, seghn la reivindicacibn 2, caracterizado porque
cuando se afiade la sustancia cuya actividad o concentracidn
se quiere determinar, las moléculas de substrato absorvidas

en las superiicies de los electrodos, se dosifican totalmen

te o en parte.

355  4.- Hétodo, seghn la reivindicacibén 2, caracterizado porque las
moléculas del substrato absorvido, cuando se aflade la sustancia
cuya actividad o concentracidn se quiere determinar, se unen a

las moléculas afindidas, con lo que aumenta ol espesor de la ca-
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pa situada sobre la superficie de los electrodos

5.~ 8todo, seghn la reivindicacidn 1, caracterizado por-
gue la capacitancia entre los electrodos se mide por me--

dio de un puente eléctrico de impedancia.

6.~ Método, seghn la reivindicacidn 1, caracterizado por-
que se determinan proteasas séricas, con lo que el subs--
trato consiste en polipéptidos escindibles sintéticos, es

vecificos para las proteasas séricas.

7.~ Método, segln la reivindicacibén 6, caracterizado por-

que el substrato estd representado por la férmulas

0 0
Ry - NH - ?H - g - NH - CH - g - NH - CH - g - NH - Ry
Rp Rp (Clllzr)n

H

b
o sus sales, en donde Rq es hidrbgeno, un alquilo~carboni
lo que tiene 1 a 12 &tomos de carbono, un W =aminoalquile—
carbonilo con 1-12 4tomos de carbono en una cadena recta,
ciclohexil-carbonilo aiciclohexilalguil—carbonilo con 1-6
&dtomos de carbono en una cadena recta, 4 amino-etil-ciclo
hexil-carbonilo, benzollo, benzolilo sustituido con uno o
més sustituyentes seleccionados entre &tomos de haldgeno,
grupos metilo, amino y fenilo, un W fenil-alquil-carboni
lo con 1-6 &tomos de carbono en cadena recta, benzensulfo

nilo, 4-toluensulfonilo o Nibenzoil~fenilalanilo; Ro es fe

o
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nilo, benzilo; 4whidroxibenzilo, 4~-metoxibenzilo o 4 me
385 tilbenzilos R3 es wa alquilo recto, ramificado o ciclico
con 3-8 4tomos de carbono, fenilo o benzilo; n es 3 0 4;
Ry es hidrbgeno o guenil; y Ry es fenilo, nitrofenilo,
metilnitrofenilo, dinitrofenilo, naftilo, nitronaftilo,

quinolilo o nitroguinolilo.

390 8.~ Hétodo, seglin la reivindicacidn 4, caracterizado por
que las moléculas del substrato absorvidas son inhibido-
res de las moldculas cuya actividad o concentracibn se

pretende determinar.

9.= Método, segln la reivindicacidn 4, caracterizado por
395 gue las moléculas del substrato absorvidas consisten en
receptores de hormonas cuys aviividad o concentracidn se

pretende determinar.

10.= Flectrodos recubiertos con substrato biogquimicamente
especifico, para la determinacibén de substancias con ac-
400 tividad enzimdtica inmunoldgica u otra actividad biogui-
mica, en los que el substrato queda afectado por la sus-
tancia que se quiere analizar, de forma que la capacitan
cia en una célula de medicidn con log electrodos recubier
tos cambia en comparacibn con los valores de control me-
405 didos en el dispositivo de mediciln, en ausencia de la -

sustancia que afecta el substrato.

Tl.~ METODO PARA EL ESTUDIO DE REACCIONES ENZIMATICAS ¥
OTRAS REACCIONES BIOQUIMICAS.

ConSevnses

>



ta esta memoria descriptive de diecisiete folios mecang
grafiadecs a una sola cara, a los cuales se unen cuatro

hojas de planos de dibujos para su mejor comprensidn.

Yadrid, -1 O6T. 1978
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