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'MEMORTA DESCRIPIIVA _

El presente i{n.rento §e.m’fiem a un mdtodo para
la determinacién de peroxidasa, que es de particular
imporbtancia en conexidn con prusbas inmunolﬁgioas por enzimag
en dondo egts onzima se wtllize para la marcaelén de
antigenos o antlcusxpos.

Paro la determinacion :memolégioa por enzimas 4o
conarb::buyentes en fluldos :E:.siologicos, en tejldos o0 en
extractos celulares v extractos de tejido, se marcan
con enzimas antigenos o an*ls:.cuerpos. En calided de enz:.ma
marcadors se ha utllizado hasta a;hora, en la mgyor par’ue y
peroxidasa de rdbanos, Esta enzime es obtenible Papil-
mente con elev:ada pu:neza, tlene ung elevada actividad
especi:t‘ica, s reslstente frente a la mayor parte de los
reactivos de copulacldn quimi.oos, posee una buena establli-—
ded al almgcenamiento y puede separarse fecilmente de la
peroxldasa enlazada al antigeno o gl antleusrpo gogiin
una moléeula proteinica relativamente reducida (peso
molecular = A;OOOO):

Pare determinar la actividad de la ]?Groxidasa )
80 ha u:bi:liga&o hagta ahora, fundamentalmen-ye; o;gianisidina;
o~toluidina, guayacol y 2;§;diglorofenolindofcn91: Estos
omméfo:;os son; por lo genéral; poco solublos y; por congi
gui@nte; puoden utllizarso on la prusba solo on bajas
concentraclones. Adamis, no son aptos para proteger
de forma efectiva la poroxldase antes de la inactivacion
por perdxido de ludmgano. En diversas inves‘sn. aca.ones
ge ha demostrado que la poxoxidesa en eirculacién durante

1s reaceidn catalitica Foxma un complojo ostabla.y enzimiti-

pe
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camonte inactive eon perdxido de hidrégeno; de modo quo _
slompre se oncupnira prosento menos peroxidasa on forma activas
Egto tiono la oonsoctencla de quo despuds do una roaccldn
do 10 a 20 minubos de duraelén a una temporstura de 111
cubacién de 37¢C, resulta complotemonto inactiva la
peroxidase. Esta dosactivacién os ospecialmnto doge ,
vontajosa on ol caso do prucbas Lnmunolégicas por onzima;:
dobldo a quo los constltuyontes quo hen de determinarso
go oncunnmxan'prcsonﬁos con frocucncia en conoenﬁzaciongs
ten bajas quo, para obtonor una songibilided suficlonto,
ia poroxidasa onlazada al antigeno o anticucrpo dobo
incubarse durante haste 2 horas con la solucldn do subsge
trato-tampén corresponiionto, 7
El prosonto invonto proporclona shora un método

quo no adoloce do los Lnconvoniontos antos citados. Esto
invento pormito dotorminar cuantitetivamento pequofias
cantldados do peroxidasa y al proplo tiompo Paoulta
obtonor una sonsiblvidsd osonsial para las pruobes inmunolégl-
cas por onzima.

~ Mas ooncrotamonto ol prosonto lavonto 80 roflexo
a un método'para la dotorminacion de peroxidasa on
wna muostre, ouyo método comprondo mozelar la muogtra
on un tampén que proporcione un.valgr pH de 3 a 10;5;
con un gubstrato para la peroxidasa; con una mozola do

mo o mas compuostos do la fdérmuls genoral
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(1)

en donde
R ropresenta un dbtomo de hidrlgeno o de metal
alealing | |
Rl’ R2, R‘3, RA; N R5 J'c'epresentan, cada uno, un
étomo.de hidrégeno, bromo o cloro o un grupo
‘ nitro, de alquilo inferior o carboxilico,
y con 4-gminoantipiring, incubar la mezcla regultante

a una temperatura comprendida entre 102C y 602C y deter—

. minar ¢l contenido de peroxidasa presente en la muestra

midiendo el aumento de la lntenslidad de color veasulbtan~
te por intérvalo de Hiempo.

En ol mébodo propoxcionado por el pregente in-
vento puede invegbigarse dlrecltamente con respecto al
contenido de peroxidasa la muestra analitica (por ejem~
plo, un £luldo fisiolégico o un extracto celular).

Sin embargo, ven‘cajosamente,- el mdtodo propor—
clonado por el pregente invento e utiliéa parga determinar
la gctividad de la peroxidasa como psrte de prugbas Ll

munolégicas por enzimas tal como se describe en, por ejem-

- plo, Clin. Chem. 22, 733-738 (1976) o en Clin. Chem. 22,

12431255 (1976), En egbe cago la musgtra invegbhigada en
la parte enzimdtice de la prueba inmunoldgica por enzima
contlene la peroxidass en ung forms enlgzads a un nate=

rigl inmwmolégicamerte asctivo (antigeno o anticuezpo).
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) La expreéién "material inmmoldglormente gotive™
aqul ubllizeda 1noluye ‘odos los constituyontes de los
Pluldos fisloldgicos, Hejldos, exbractos celulares y
extractos de tejido para los que estd presente o pusde
Pormarse un alelo de maociéz'l inmu.nolégicg: 4 ésthe per;-
tonecen las aminas pril}:azias; aminodeidos, péptidos; prg;
toinag, glicopro'!:einas; egberoles', 9s'beroidas','Jipoides;
éeidos nuclefcos, enzimas, hormonas, vitaminas, poli=-
gacaridos y alcaloidoes.

Ios materialos inmunoldgicamonto activos egpocial-
mente pmf9z'1.dos gon, egﬁongom@oi:ropina llumgna; factor
roumatolde, toxoplasma, Candida, Txypanosoms, CEA antigono

‘ e mioglobina:

" uricasa/adcido Yirico.

Un sistema ;tsampég con el que pusde obfenerse’
un valor pE onmtre 3 y 10,5, de prefercncia emtre 6 y 9,
o8 aproplado pars los Ffinog del progento invento. Muy
esPGGiélmente go prefiocre un sistemg 'bampén_.con ol que
pueda obtenerse un valor pH entre 6,5 y 7,5. . '
Los slstemas de 'bg_mpén aproplados son, por ejemplo,
tampén do fomfebo, tris—tampén ¥ tempén borato. ILa ooncon-
tracién dol tampén no os orftica, pero esté comprendida,
do preforonels ontro 50 y 200 mmol/l.
El pordxido do hidrdgono sixve como ol substrato
para ls peroxidasa. Bl pordxido de hidrdgono puedo utilizarso

tal cual o pucde formarge duranto la reaccldén oon la

ayula do sistomas enzimétlcos apmpiados: Egtos slstomas

onzimaticos SOn; ook o;jemplo; glucosa?oxidasa/glucosa 0

Cuando se wtillza ol propio poxdxido de hidmbzono
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80 oligo una ooncontraoLén do 0,05 a 10 muol/l, 4o profe-
roncia 0,2 a 1 maol/L. .

El compuosto do la £érmula I antoxioxr fozﬁa;
Junto con 4-aminoantipizina bajo ia adeién do porbxido
do hidrégono y poxpxiaasa; wa substancia colorcada cuya
velooidad de formacién os dix'eo-!:amen’se proporcional a la
cantidad do poroxidasa prosento, la cual pusdo dotorminarso
midiendo la intonsided do color xosultamto bajo condicionocs
do pruoba dofinidas.

~ Los compu.os‘uos do 1la fomula I aprop:.ados son

fonol, o—clomfenol, m—-olorofeml, p—clorofonol, 2,4-dz.cloro~
fonol, 2,5wd:f.clomfe{101,,334—diclomfeno?., 2,4—@ib;omofenol,'
o;mi#rofc?nog.,. m'-nitrbfonol; i)f-x}i-bmfenol; 0=C 18801, m-:qmsol;
peo1os0l, 2,4~dimotilfonol, 2,4-dinitrofonol y doido 4ehi-
droxibonzoleo. Bepooialmonto so prefiere ol fenol.

Ia conoon’orao:.on a.ol compussto do la fomula I
ge enou.on'bra, vontajosamente, eutre 1y 200 mmol/l, PrOm
firléndosc ospecialmonie uma concentracion do 10 a 50 mmol/1.

La oonconhracion de 4—-aminoant1pn.:cina ogla compren-—
dida, do preferencis, embro 0,1 y 10 mmol/l, profiridndose
espeolalmente una concontracion do 1 a 3 mol/1.

Lg socuencla con que so z:zaicionan los roactivos
antes cﬂ':baclos ge olige do modo que; pars comp.:l.e’sa:.:,el
slstoms, se adiciono finalmomte la poromidage en foima'
do 1a muestra o ¢l subghrato para la pemxn.dasan

Ia temporatura con que se llova a oabo la Lne
cu.bacion as cxu:l::.ca. Ia tomporabura puedo ostar oomprend:.da
ontre 108C y &090 » do preforencia onbre 252C y 4020,.

v dobo memtonsree consbambo durante ods la duracildén de
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la inoubacién. E1 ticmpo do incubaclén on ol caso do una
tomporatura de lncubaoldn dada dopendo del contenido de
peroxidasa en la muestza; BEn ol oaso de prusbas inmunow
1dgloas por enszg'e; Tlempo de incubacidn se encuontre
entre 1 minuto y 4 hoxas, de preferencia entre 30 minutos
y 120 minxtos. _

El contenldo de peroxidasa presento en la muestra
se determina midiendo la inbensidad de célor resultante
on la reacolén enzimitica bajo condlcionss de prusba
definides (gonoenﬁraqién de los xeaotirgs; valor pH;
tomperatura, duraclén de la incubacidn). Se mide una
diferencia de extimién; correspondiendo esta diferencia
al aumento de la in"'aensidagl de color con la cantidad de
pexoxidasa presente; glendo por tanto dlrcotamento pmpor:-
clonal. B

_ Is mediolén do la imtensided de oolor se lleva

a ogbo, ventajosamnte, fotométricamente on una longltud
ds onda comprendida enmtre 450 mm y 580 mm.

El método»pmpbmionado por el pméen-ba invento
eg aproplado no solo para las determinaclones manuales
de peroxldasa sino también_para determlnaciones awtométicas.

Los reaotlivos requeridos péra llevar a cabo 9}
método proporc?onadb poxr ol presonte lmvento se envasan;
do preforencla, en un pequeto de resotlvo. Un pagueto
do xoaot@vo aproplado para los flnes dol presente invento

corrtieno; von‘bajosamen%o;' en divorsos contonsdeoros

(a) o o mas compuosgtos de la L&rmilu goneral
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en dondo
R mpresenta un ghomo do hldrogeno 0 de metal alcaJJ.no v
B:L’ 2: R 39 R4_ v 1?5 represontan, cada uno, un abomo de
hidmgeno, bromo o ¢loro o un grupo nltro, algullico
10. in:t’qrﬁ.or 0 oarbox{lico,
(b) 4-aminoentiplring
¥y sl so desea, ] ] ‘ '
(c) un tampén que proporcions un valor @ de 3 & 10,5
y taublén, si se desea,
15, (a) un substrato para la peroxidasa.
El pagquete de xeactivo. puede contenor ‘sambilén
un reciplente con una soluoidn testlgo o solucidn csbandard
7/0 un rocipionte con un reachivo pare conclwir la reacoién
v/0 veactlvos pare llevar a ogbo una detexmlngolén inmumow
20. 1légica. S
Sin embaxgo mo og nocesario almacenar todos los
reactivos en contonodores separados. El presenie Luvegnto
ine luyo -t;a,mbiép un paguete de reactivo on domde se al~
éaacgnan juntos, on ol miemo con’cenédor; varios do los reac~
25. tivos roqueridos pare llovar a oabo el mStodo proporeio=
nado por ol :.nven‘ao.
Asil pues, por oaomplo, el ‘campén Puado glmeconarso
junto con 4~aminoantipiring en un solo comtenedow.
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Tos dlversos reactivos pueden >nvasarse no solo

on forma liquida sino tambidn en forma sblida.
_ Ios ojemplos quo siguen ilustran ol presente

invento., -
BIEMPTO 1. _

Se disuslve unz ocantidad pesada con gxac{situﬂ
de peroxidasa de rdbano de elevada prreze en 0,1 mol/l
de tampén de hidrofosfato dlsédico y a parbir do la 80 Lt
olén resultante se preparan diversas diluciones. Para deter
;ninarl ia actividad de estay soluciom?s de peroxidasa 0 X0 Zie
cla 2, 0 cc do solucién de prucha (0,1 mo;l./?. de tampdn de
foafato do 7,25 con 25 mol/1 de fenol, 2 mmol/l de
4;ami1:zoantipixina ¥ 0,8 mol/l do pordxido de hidndgeno)
oon 0;05 oc do la musstra y la diferencla de oxiinoidn se

detormina a 37%C cada 30 minutos a una longitud de onda

" do 492 nm.
Conbenido do poroxidesa on la muestra | 2492 nm/30 mln,/37e0;
o2 pehn | o4
0,1 pe/ml 0,465
0,05  pe/m 0,240
0,05  pg/ul - 0,215
0,012  pg/ml 0,058
0,00625 pg/ml 0,030
0 ne /il 0,002

A partir do los valores do medioldn quo precodon

go prepara una cuiva ostan@.axd:
So repite ol métode anterior oon las mueghtras
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dosoonocidas y los valoros do modieldn de ostoe modo obtonidos
So comparan con la cuwa ostandaid do peroxidasa para do~

terminar ol _contenido de pamxidasa:

EJDMPIO 2a

¢

Pare dotcmina.c ol contenido de OIJA, g6 incuban
muostras oon antisuom CEA oanino a la tomporatuxa dol
embionto durento 24 horas en un tempén do borsto do pH
8;4; A continnacién so adlcions a osba mezela una canti-
dad doterminads de porgoxidass de rdébano CEA do marca
(POD) ¥ so incuba la moezela obtonida a la tomporstura
dol ambien-t:o ¥y on la obscuridad duraute 16 horas.

) Se adlclona shora la golucidn resuliauto a in-
munoglobulina de oabm an'b:l.—eanina gue go onlaza a un cuer—
po sbélido. Dospuds do 30 minutos so gepara la fase sbélida
de la fase liguida ¥ se determina la acbivided de peroxidasa
en la solucidn sob:cenudan'be oomo sigues:

Se mezela 1,0 cc de olucion de pruebe (O,
mo1/1 de tampén fosfato de pH 7,25 con 50 muol/1 de
fenol, 4 mmol/l de f],-:emz.man'?n.plrina ¥ 1,6 miol/1 de
peréxido de hidrégenc) con 1,0 ec do soluolén sobxenadante.
A oontinnaclin se determlna fotométricamente a 492 nm _
la diferencia de exbincidn por unldad de tlempo & ;3710:

El contenido de CEA en la muestra se calcula
wbilizande una cuxve estandaxi de CEA que se prepara
despuds de llevar a cabo el método ambexrior con soluciones
estandaxd de contenido do CBA apropiado.

=

Foed
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RELVLNDICACTONES

Desorito ol objoto del presemte lnvembo se decla-
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ran nuoves y ée propla irvoneidn lag siguiontes relvindicaw
clones. o o ) ' ]

1. Un mtodo para la determlnscién do perexidas-
ga on una muestra, flsloléglea cuyo método comprenie mez~
clar la mgegfsra; on un tampén que pmporcioim' un valor pH
de 3 a 10,5, con un substrato para la peroxidasa, con una

mezela de uno o mag compuestos do ls Fférmula general

OR
By
(1)
By L R,
3

on dorde _
R ropregenta un &tomo de hidrdgemo o do motal alcalino
y ‘
Rl, 2, 3, R4 ¥ R5 xepmsentan, cada u:ao, un. a'bomo
de 11:Lrlmgono, bromo o cloxo o u.n grupo ni'tm,
alquilico inforlor o carbox:’.lico,
v con 4—-am:.noan1,ip:.zﬂ.na, incubar la mezcla resulbente a
una tomporaburs comprondida ontre 108C y 6OC y doterminar
ol contenido do peroxidasa progento on la muestra midien— ‘
do ol aumonto do intonsidad do color por intérwvalo do Lo
pO. _ o
' 2. TUn mdtodo, de conformidad con la roivindi-
cacidén 1, caractorlzado porguo ol valor p ostd PrOfo rentomne—
te comprendide ontro_6;§ ¥ 7,5 .
3. Un. md'bodo;r.do' conformidad con la zqivirﬂica;
oién 1 o 2, caractorizado porque la concontraclén do tampén

-
~
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osté comprondida ontre 50 y 200 mol/1. |
. 4. Un motodo , do conformide® con la rolvindicas
eldn 1, 2 o 3'?~_carac'boxizado porquo ol btampén o8 un tame
pén do fosfato. .
5. Un nét0d0, do confoxmidcd oon cualquiora do
1ss roivindlosclonos 1 a 4 inclusivos, caruchorizado por—
quo ol substrato para la peroxidasa os pordxido do hidrige

no.

fad -

6: Un mé’codq; do conformidad con la rolvindi-

caoibn 5, caracterizado porquo la concontracilon do pord= _

" xido do hidrdgono osté~compmndida ontre 0,05 y 10 mmol/I,

T . Un mStodo, do conformidad con la rolvindl -
caclén G, caractorizado porque la comsonbracidn do po-
rclixido do hidrdgono osté proforomtomonto comprondida onbro
0,2y 1 mol/l.

8. Un mé'i:odb; do conformided con cualquiora
do lag relvindioacionos 1 a 7 imlugives; caractorlzado
porquo la concembracilén do compuostos de la fiomila I
ogté comprondida ontro 1y 200 mmo1/1s .

9. Un mﬁ'hbdq; do conformidad con la :;oivipdi;-
cacidn 8, caractorizado porque la concontruciluxdo COMPU0 B
tos do la férmula I osté profexontomente compxénﬂida onkro
10 y 50 mol/L. o

10. Un mdtodo, do conformidad con oualgulora
do las roivindicamoiones 1 a 9; :Lnolusivo; caractorizado
poxgue gc wbiliza fonol on calidad dol compuosto de la

Pérmala L. )

‘

a1, Un_métodb; do conformidad con cualquiora

do las reivindicaclonos 1 a 10, imclugive, caractorizado
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porque la condon’?raoién do_44»a;ginoan'l;ipixina ostd oome
prondida ontxo 0,1 y 10 zmnol/l:
12, Un mtodo, do conformidad con la roivindi-
~ caclén ll, caractorizado porquo la concentracién do 4wemi-
"o 5; noantipirina estd preforentemonte comprendlia entre 1y 3

S mol/l. . _ |

13. Un método, do oonformidad con cualqulera

de las reivinmdicaoiomes 1 a 12, inclugive, caracterizado

Fon rorque la inoubacién ge Lleva a cabo & une temperatura

crecr 10,  Comprendida embre 258C y400C.

« 4. Un método, de conformidad con cualquiera

de las relvindicacionss 1 @ 13 inclusivesg, carmcterizado

llll porgue la peroxldasa que ha de determinarse se enlaza

‘ a un meterial inmumlégigamente activo.

15. ‘.15: Un m$todo, de conformidal con la relvindis-
caclén 14, caracterizado porgue el material inmunoldégicamemte
activo es el antlgeno _CEJL.

16. Un método, para la_determinacién de pero=
. xldasa en una muestxe fisioldgica.

2. Segin ge describe ¥y reivindica en la presente

memorle descriptiva que consta de 14 pézinss Ffoliadas ¥

egorltas & miquine por une sola de sus cares.
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