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DESCRIPCION

Sustrato enzimatico que comprende un compuesto indoxilico y una fuente de plata.
Campo de la invencion

El objeto de la presente invencién es un sustrato enzimatico que combina la mezcla de un compuesto indoxilico
con una disolucién de plata. El sustrato objeto de la presente invencidn resulta de aplicacién en la determinacion de
actividad enzimadtica, principalmente en los sectores de andlisis clinicos, medioambiental o agroalimentario.

Antecedentes de la invencion

Los sustratos indoxilicos se caracterizan porque al entrar en contacto con un enzima determinado generan un
producto coloreado y altamente insoluble en disolucién acuosa. Este producto precipitado es estable, no requiere
ninguna instrumentacién especial para ser detectado y no es un agente carcindgeno ni mutagénico como sucede con
alguno de los sustratos cominmente utilizados en ensayos enzimaticos. Debido a estas caracteristicas, un gran nimero
de sustratos indoxilicos han sido descritos para la deteccion de diferentes enzimas. Todos ellos tienen una estructura
ind6lica basica comun y un grupo de reconocimiento (fosfato, acetato, beta-D-galactopiranésido, beta-D-glucorénido,
butirato, palmitato, etc.) diferente para cada tipo de enzima.

En funcién de los sustituyentes existentes en la estructura inddlica se puede controlar el color del precipitado
generado tras la accién del enzima correspondiente. De este modo, el producto final de la familia del indigo puede
adoptar diferentes tonalidades: azul, verde, rosa-salmén o purpura.

Una de las estructuras indoxilicas mds utilizadas presenta en su posicién 5 un d4tomo de bromo y en su posicién 4
un dtomo de cloro como sustituyentes. En este caso concreto, el producto enzimatico denominado 5,5’ -dibromo-4,4’-
dicloro indigo presenta un color azul oscuro intenso. Basdndose en este ejemplo, el 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-
D-galactopiranésido (X-Gal) es un sustrato utilizado para la determinacién de actividad del enzima beta-galactosidasa,
generalmente aplicado para la deteccién de coliformes en un medio sélido (A. Rambach, Appl. Environ. Microbiol,
1990, 56, 301).

El 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-D-glucorénido (X-Glr) ha sido utilizado para la determinacion de actividad de
beta-D-glucoronidasa, que es ttil para la deteccién de Escherichia Coli (G. J. Deslile, A. Ley, J. Clin. Microbiol, 1989,
27,778).

Otros enzimas del grupo de las estearasas, lipasas, sulfatasas y glicosidasas también han sido detectados por su
accidn sobre sustratos indoxilicos especificos de cada enzima. Incluso un sustrato indoxilico ha sido sintetizado exclu-
sivamente para la deteccion del virus de la gripe de tipo A y B, y es la base del kit de diagndstico de la gripe conocido
por su nombre comercial ‘“Zstat Flu Test” (A. Liav, J. A. Hansjergen, K. E. Achyutan, C. D. Shimasaki, Carbohydr.
Research, 1999, 317, 198).

De este modo se muestra que la familia de los sustratos indoxilicos a los que se refiere la presente invencion es
ampliamente utilizada y conocida en el mundo de los andlisis clinicos, medioambientales, microbioldgicos, etc.

Otro grupo de enzimas que son utilizadas con sustratos indoxilicos son las fosfatasas. Se trata de fosfohidrolasas
que catalizan la ruptura de enlaces monofosfdricos para generar fosfato inorganico y el correspondiente alcohol. De
forma general se diferencia entre fosfatasa 4cida y fosfatasa alcalina basdndose en el pH al que presentan una actividad
optima: pH 4-5 en el caso de la fosfatasa dcida y pH 9-10 en el caso de la fosfatasa alcalina.

La fosfatasa alcalina, con un peso molecular aproximado de 140 kDa, contiene dos dtomos de zinc por molécula y
la presencia de Mg** es considerada esencial para una actividad méaxima. Las disoluciones reguladoras mds utilizadas
con este enzima son determinados aminoalcoholes como la dietanolamina, el 2-amino-1-propanol, tris(thidroximetil)-
aminometano y otros (M. P. Kreuzer, C. K. O’Sullivan, G. G. Guilbault, Anal. Chim. Acta, 1999, 393, 95). Estas
disoluciones no sélo fijan el pH sino que favorecen la reaccién enzimatica al atrapar grupos fosfato. Una de las
principales utilidades de la fosfatasa alcalina es su empleo como marca en el seguimiento de ensayos de afinidad.
En estas aplicaciones, presenta la ventaja de mantener constante su actividad catalitica durante elevados periodos de
tiempo, lo que se traduce en una mejora de los limites de deteccién con un simple aumento del tiempo de reaccion.

Todas estas caracteristicas hacen que la fosfatasa alcalina sea uno de los enzimas mas utilizados en el marcaje de
material proteico (biotina, estreptavidina, inmunoglobulinas) o hebras de ADN.

Para el revelado de ensayos de afinidad donde se utilizan reactivos marcados con fosfatasa alcalina existe una
amplia gama de sustratos enzimadticos disponibles como: fenil fosfato, nitrofenil fosfato, aminofenil fosfato, naftil
fosfato, 4-metil umbeliferil fosfato, fenolftalein difosfato, hidroquinona difosfato etc.

Como sustratos pertenecientes a la familia de los sustratos indoxilicos, los mds utilizados con la fosfatasa alcalina
suelen ser el 3-indoxil fosfato, el 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato (BCIP), el 5-bromo-6-cloro-3-indoxil fosfato y
el 6-cloro-3-indoxil fosfato. En estos casos el sistema de deteccion es generalmente semi-cuantitativo y se basa en
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la determinacion del producto enzimatico, insoluble y coloreado de la familia del indigo, que se genera. Por ello,
estos sustratos estidn especialmente recomendados en ensayos que requieren productos insolubles, como son aquellos
realizados generalmente sobre soportes sélidos tales como geles, membranas de nylon o papel de nitrocelulosa.

El sustrato denominado BCIP es utilizado comtinmente en estudios inmunohistoquimicos, presentando una sen-
sibilidad limitada en algunos ensayos. Para subsanar este inconveniente se puede combinar con una sal de tetrazolio
denominada comercialmente como NBT generando un nuevo sustrato, el BCIP/NBT, mucho mads sensible que el an-
terior ya que combina la formacién de dos productos enzimaticos insolubles: uno de la familia del indigo y otro un
formazan.

El objeto de la presente invencion es la combinacion de un sustrato indoxilico (ejemplo- BCIP) con una disolucién
que contenga iones Ag* (ejemplo- BCIP/Ag*) como sustrato mds sensible que aquel que hace uso exclusivamente del
sustrato indoxilico. El sustrato de esta patente es también una alternativa al sustrato que combina el uso del BCIP con
el NBT como sensibilizador o amplificador de la sefial.

El sustrato de la presente invencién genera plata metélica (Ag®) junto con el producto de la familia del indigo en
la zona de actividad enzimatica, intensificando la presencia del precipitado insoluble y oscureciendo su color. Asi, se
favorece la deteccién visual del producto con o sin ayuda de un microscopio. La formacién de plata metélica facilita
el uso de microscopia electrénica o reflectancia en la etapa de deteccion. La cuantificacién de la plata metdlica por
técnicas instrumentales, como son las técnicas electroquimicas y las técnicas Optico-espectroscépicas o el uso de una
balanza piezoeléctrica, facilita la realizacién ensayos cuantitativos.

El empleo de sustratos indoxilicos en ensayos enzimaticos ha implicado la realizacién de ensayos semi-cuantitati-
vos debido a la dificultad de cuantificar el producto insoluble generado. Recientemente se ha publicado un articulo en
el que la cuantificacién enzimética se basa en medidas fluorescentes de intermedios de la reaccién (K. E. Achyutan,
Langmuir, 2004, 20, 2424). En nuestro grupo de investigacion se ha propuesto la deteccién directa de indigo generado
y adsorbido sobre la superficie de un electrodo de pasta de carbono (C. Ferndndez-Sanchez, A. Costa-Garcia, Anal.
Chim. Acta, 1999, 402, 119) o la cuantificacion de este producto enzimdtico tras su solubilizacion: a través de una
etapa de sulfonacién (P. Fanjul-Bolado, M. B. Gonzalez-Garcia, A. Costa-Garcia, Talanta, 2004, 64, 452) o a través
de su reduccién en un medio bésico (P. Fanjul-Bolado, M. B. Gonzélez-Garcia, A. Costa-Garcia, Anal Chim. Acta,
2005, 534, 231). Otra de las posibilidades existentes se basa en la realizacién de medidas de impedancia o en el em-
pleo de una balanza piezoeléctrica capaz de realizar medidas cuantitativas en funcién de la masa de indigo depositada
sobre su superficie (F.Patolsky, A.Lichtenstein, I. Willner, Chemistry-A Eur. J, 2003, 9(5), 1137). La utilizacién del
perdxido de hidrégeno que se genera en la etapa de dimerizacién y de formacion del producto de la familia del indigo
también ha sido la base para llevar a cabo la cuantificacién de Beta-D-galactosidasa (H. Arakawa, A. Tsuji, M. Mae-
da, J. of Biolum. & Chemilum, 1998, 13(6), 1137). El objeto de la presente invencién es también facilitar la medida
de la actividad enzimdtica basandose en la medida de la plata metdlica (Ag®) depositada en el lugar de la reaccién
enzimatica.

Descripcion de la invencion

Un primer aspecto de la presente invencién se refiere a un sustrato enzimatico que comprende un compuesto indo-
xilico y una fuente de plata, en adelante este sustrato enzimdtico serd denominado como sustrato de la invencién. A lo
largo de la descripcién se entenderd por fuente de plata cualquier compuesto que pueda servir como aporte de iones
plata al sustrato de la invencidn, preferentemente dicho compuesto se encontrard en disolucién. La hidrélisis enzimé-
tica de un sustrato indoxilico va acompafiada por una siguiente oxidacién y dimerizacién espontdnea del indoxilo libre
para generar como producto, un compuesto de la familia del indigo. La presencia en el medio de reaccién de iones
Ag* hace que la oxidacién del indoxilo vaya acompafiada de una reduccion de iones Ag* a plata metalica (Ag°) (ver
figura 1). De esta forma se genera, como producto de la reaccién enzimdtica, un compuesto de la familia del indigo y
un depdsito de plata metdlica.

La presencia de plata acelera la reaccion enzimadtica de oxidacién del indoxilo y favorece que el producto obtenido
tenga unas mejores caracteristicas de detectabilidad. Por ello, la sensibilizacién de ensayos para la medida de la
actividad enzimdtica viene dada tanto por el aumento de la velocidad de la reaccion enzimdtica como por la facilidad
para realizar un anélisis cualitativo o cuantitativo de plata metdlica.
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En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, el compuesto indoxilico tiene una férmula general:

R! O/R

R4

donde R es un grupo de reconocimiento enzimdtico preferentemente del tipo fosfato, acetato, sulfato, butirato,
caprilato, nonanoato, oleato, palmitato, un resto glicidico, fosforilcolina o un grupo sintetizado especificamente para
ser reconocido por un enzima de interés,

donde R!, R?, R* y R* son iguales o diferentes entre si y representan un adtomo de hidrégeno, bromo, cloro, fldor o
yodo, 6 un grupo nitro o un 4cido sulfénico, y

donde R’ representa un dtomo de hidrégeno o un grupo metilo, acetilo o tosilo.

En una realizaciéon més preferida y segiin la realizacién anterior de la invencién, R' es cloro o hidrégeno, R? es
cloro, fldor o hidrégeno, R* es bromo o hidrégeno y R® es hidrégeno o un grupo metilo.

En una realizacién aun mds preferida de la presente invencion, el sustrato indoxilico es del tipo 5-bromo-4-cloro-
3-indoxil, 5-bromo-6-cloro-3-indoxil, 5-bromo-3-indoxil, 6-cloro-3-indoxil, 3-indoxil, 4-cloro-3-indoxil, 6-bromo-3-
indoxil, 6-fluoro-3-indoxil, 5,7-dibromo-3-indoxil, 4,5-dicloro-3-indoxil, 5-yodo-3-indoxil, 5-nitro-3-indoxil, 5-sulfo-
3-indoxil y el N-metil-3-indoxil. Entre ellos los mds utiles son preferentemente aquellos cuya estructura inddlica es
una de las siguientes: 5-bromo-4-cloro-3-indoxil y 3-indoxil. En una realizacién aun mas preferida, la concentracién
del sustrato indoxilico en la disolucidn del sustrato enzimdtico puede ser muy variada-siendo preferentemente entre
0.5 mM y 24 mM.

En otra realizacion preferida de la presente invencion la plata puede provenir de cualquier sal de plata, mas prefe-
rentemente de nitrato de plata, acetato de plata y lactato de plata. En una realizacién aun mas preferida de este aspecto
de la invenciodn, la concentracién de plata estd comprendida preferentemente entre 0.1 mM y 10 mM.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el sustrato de la invencién comprende un proporcién
de compuesto indoxilico de al menos el, 29%, 50% 6 94%, respecto del total del sustrato.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, el sustrato de la invencién comprende una proporcién
de plata de al menos el 6%, 50%, 71%, respecto del total del sustrato.

En los ensayos enzimadticos el sustrato de la invencion se puede modificar para mejorar sus propiedades, preferen-
temente con la adicion de otros componentes como seroalbtimina bovina, surfactantes estabilizantes e iones metélicos,
donde dichos iones metélicos son preferentemente: magnesio, zinc, cobalto, manganeso, niquel y calcio.

Este sustrato de la invencion se puede utilizar para la medida de la actividad de un enzima libre en disolucién o que
actiia como agente de marcaje de reactivos inmunolégicos, hebras de ADN o cualquier otro reactivo que intervenga en
ensayos de afinidad. Por ello la medida de actividad enzimatica puede ser importante tanto si el enzima es el analito
de interés como si su actividad estd relacionada con la concentracién del analito de interés como en inmunoensayos o
en ensayos de hibridacién de ADN.

Asi un segundo aspecto de la presente invencién se relaciona con un método para la deteccién de la actividad
enzimdtica que comprende poner en contacto el sustrato de la invencién con una muestra que presenta actividad
enzimatica, se espera un tiempo para que tenga lugar la reaccién y se lleva a cabo la deteccién del producto consistente
en un depdsito de plata metdlica y un precipitado coloreado de la familia del indigo.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencidn, el enzima que cataliza la hidrélisis del sustrato
indoxilico comprende pero no se limita a las enzimas elegidas del grupo de las fosfatasas, oxido-reductasas (por
ejemplo-peroxidasas), esterasas, lipasas, sulfatasas o glicosidasas.

Los iones Ag* son reducidos en presencia de la luz directa para generar plata metdlica. Al realizar un ensayo
enzimdtico con el nuevo sustrato la accion del enzima puede ser interferida por la accién de la luz intensa. Por ello
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resulta de especial importancia para algunas aplicaciones, la realizacion de los ensayos enzimaticos en oscuridad con
el fin de evitar la posible reduccién de iones Ag* por accién de la luz.

Una amplia variedad de métodos pueden ser utilizados para detectar el depdsito conjunto de un producto de la
familia del indigo y de plata metdlica. Algunos de estos métodos pueden ser aplicados especialmente con este sustrato
al cogenerar plata en el lugar de reaccion. Se pueden destacar los siguientes: deteccidn visual con o sin ayuda de un
microscopio, medidas de reflectancia, microscopia electronica, deteccion con técnicas electroquimicas, detecciéon con
técnicas 6ptico- espectroscopicas, empleo de balanza piezoeléctrica, etc.

En una realizacion preferida del método de la invencidn, este es llevado a cabo sobre soportes s6lidos que compren-
den pero no se limitan a placas de pocillos, soportes de cristal, bolas de poliestireno, bolas magnéticas, membranas
cromatograficas, membranas de poliestireno, de nylon o de nitrocelulosa, papel de filtro, geles, particulas de latex,
chips, electrodos sélidos, etc. Un tercer aspecto de la presente invencion se relaciona con el uso del sustrato de la
invencién en la realizacién de numerosas aplicaciones entre las que destacan preferentemente los inmunoensayos, en-
sayos de hibridacién de ADN, técnicas de tincidn protéica, ensayos histoquimicos y citoquimicos, tincién de bacterias
en ensayos microbioldgicos, etc.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

Mecanismo de accién del enzima sobre el sustrato indoxilico y de formacion de la plata metilica en el lugar de
reaccion. Donde R es un grupo de reconocimiento enzimadtico del tipo fosfato, acetato, sulfato, butirato, caprilato, no-
nanoato, oleato, palmitato, un resto glicidico, fosforilcolina o un grupo sintetizado especificamente para ser reconocido
por un enzima de interés.

Figura 2

Fotografia de ensayos realizados sobre una membrana de nitrocelulosa. Columna A: fosfatasa alcalina + 5-bro-
mo-4-cloro-3-indoxil fosfato. Columna B: fosfatasa alcalina + 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato + nitrato de plata.
Columna C: fosfatasa alcalina + nitrato de plata. Columna D: 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato + nitrato de plata.

Figura 3

Fotografia de ensayos realizados sobre una membrana de nitrocelulosa a los 5 minutos de reaccién enzimatica. Fila
1: inmunoglobulina G marcada con fosfatasa alcalina + 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato. Fila 2: inmunoglobulina G
marcada con fosfatasa alcalina + 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato + nitrato de plata.

Figura 4

Voltamperogramas ciclicos obtenidos en 0.1 M Tris pH 9.8 (6 mM de 3- indoxil fosfato y 0.4 mM de AgNO;) para
un electrodo serigrafiado en cuya superficie se ha inmovilizado fosfatasa alcalina biotinilada (a través de la fijacién
previa de estreptavidina) procedente de una disolucién 4.5-107'' M (A) y para un electrodo en cuya superficie no se ha
inmovilizado fosfatasa alcalina biotinilada (B).

Figura 5

Fotografia de ensayos realizados sobre una membrana de nitrocelulosa a los 15 min de reaccién enzimatica. Co-
lumna A: Acetil colinesterasa + nitrato de plata. Columna B: Acetil colinesterasa + 3-Indoxil acetato. Columna C:
Acetil colinesterasa + 3-Indoxil acetato + nitrato de plata.

Ejemplos de realizacion de la invencién

El sustrato de la presente invencién combina un compuesto indoxilico (reactivo 1) con una fuente de plata (re-
activo 2). Ambos reactivos pueden encontrarse en estado sélido y ser disueltos en el momento de realizar el ensayo
enzimdtico. Los reactivos 1 y 2, también pueden ser disoluciones estables individualmente que son mezcladas en el
momento de realizar el ensayo enzimatico. Tiene especial interés el sustrato que combina los reactivos 1 y 2 mezclados
en una disolucidn estable y preparada para su uso directo. Al ser una disolucién preparada para su uso directo ha de
estar realizada en una disolucién reguladora con un pH y una concentracion optima para asegurar la mayor actividad
enzimatica. En funcién del enzima a determinar el pH 6ptimo es diferente aunque casi siempre estd en un rango com-
prendido entre 3 y 11. La concentracién de la disolucion reguladora se puede variar aunque preferentemente estd en
un rango comprendido entre 1 mM y 500 mM.
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La eficacia del sustrato objeto de la presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos
que no pretenden ser limitativos de su alcance.

Ejemplo 1

Este ejemplo muestra el uso combinado del sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato con una disoluciéon de
AgNO;, en una relacion 1:1 (50-50%), para la deteccién de la actividad del enzima fosfatasa alcalina inmovilizada
sobre una membrana de nitrocelulosa. Cualitativamente se explica el mecanismo quimico de la invencién.

La metodologia empleada es la siguiente. Sobre una membrana de nitrocelulosa se afiaden las siguientes mezclas
de reactivos:

- Columna A, se adicionan 2 ul de una disolucién acuosa de fosfatasa alcalina (2 mg/ml) y se deja secar. A
continuacidn se afiaden 2.5 ul del sustrato 5-bromo-4- cloro-3-indoxil fosfato (24 mM) en una disolucién reguladora
0.1 M de Tris pH 9.8.

- Columna B, se adicionan 2 ul de una disolucién acuosa de fosfatasa alcalina (2 mg/ml) y se deja secar. A
continuacién se afiaden 2.5 ul del sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato (24 mM) y otros 2.5 ul de una disolucién
de AgNO; (24 mM) en una disolucion reguladora 0.1 M de Tris pH 9.8.

- Columna C, se adicionan 2 ul de una disolucién acuosa de fosfatasa alcalina (2 mg/ml) y se deja secar. A
continuacion se aflade 2.5 ul de una disolucién de AgNO; (24 mM) en una disolucién reguladora 0.1 M de Tris
pH 9.8.

- Columna D, se afiaden sobre la membrana de nitrocelulosa directamente 2.5 ul del sustrato 5-bromo-4-cloro-3-
indoxil fosfato (24 mM) y otros 2.5 ul de una disolucién de AgNO; (24 mM) en una disolucién reguladora 0.1 M de
Tris pH 9.8.

En la Figura 2 se observan los siguientes resultados:
- Columna A, aparicién de color azul debido a la generacién del producto enzimatico de la familia del indigo.

- Columna B, aparicién de un intenso color gris-azulado debido a la formacion de plata metalica junto con el indigo
en el medio de reaccion.

- Columna C, se aprecia ausencia de coloracién al realizarse el ensayo en ausencia del compuesto indoxilico. El
enzima no actda directamente sobre la plata idnica sino que la reduccién de ésta tiene lugar cuando el enzima actda
previamente sobre el sustrato indoxilico.

- Columna D, se aprecia ausencia de coloracién al realizar el ensayo en ausencia del enzima fosfatasa alcalina. La
generacion espontdnea de plata metdlica en las condiciones de reaccion es inapreciable.

La aparicién de un precipitado gris de plata metdlica es observada unicamente en el lugar de reaccién donde se
encuentran conjuntamente el 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato, la disolucién de Ag* y el enzima fosfatasa alcalina
(figura 2, columna B).

El mecanismo de reaccién es el propuesto en la figura 1 donde el compuesto indoxilico es el 5-bromo-4-cloro-3-
indoxil fosfato y el enzima es la fosfatasa alcalina.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra el uso de un sustrato enzimatico basado en la combinacién de un éster indoxilico denominado
5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato y una disolucion de plata (AgNOs), en una relacion 1:1 (50-50%), para sensibilizar
la deteccién de una inmunoglobulina G marcada con fosfatasa alcalina (IgG-AP). Para ello se realiza el siguiente
procedimiento.

Sobre una membrana de nitrocelulosa se adicionan 1.5 ul de una disolucién de inmunoglobulina G de cabra marca-
da con fosfatasa alcalina (diluida 1:1000 en una disolucién reguladora 0.1 M Tris pH 7.2) y se deja secar a temperatura
ambiente. A continuacion se afiade:

-Fila 1: 2 ul de una disolucién 12 mM de 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato en 0.1 MTrispH9.8.

-Fila 2: 2 pul de una disolucién 12 mM de 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato y 12 mM de AgNO; en 0.1 M Tris pH
9.8.
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Transcurridos 5 minutos desde la adicién del sustrato enzimatico se obtienen los siguientes resultados (ver
figura 3):

- Fila 1: apenas se aprecia un ligero color azul debido a la accién de la fosfatasa alcalina sobre el 5-bromo-4-cloro-
3-indoxil fosfato en los primeros 5 minutos.

- Fila 2: se observa una coloracién azul-grisicea intensa debido a la formacién de plata metélica y de un compuesto
de la familia del indigo en la zona donde se encuentra presente la inmunoglobulina G marcada con fosfatasa alca-
lina.

Realizando una deteccion cualitativa, el ojo humano percibe una coloracién mds intensa y mas oscura en las
muestras correspondientes a la fila 2 en las que se emplea el sustrato objeto de la presente invencién. Se puede decir,
por tanto, que el nuevo sustrato propuesto es mds sensible que aquel que hace uso exclusivamente del 5-bromo-4-
cloro-3-indoxil fosfato. La plata presente en la disoluciéon amplifica la sefial analitica actuando como sensibilizador.

Ejemplo 3

En este caso se hace uso de un sustrato enzimdtico basado en la combinacion del 3-indoxil fosfato y una disolucién
de plata, en una relacioén 15:1 (94-6%), para seguir cuantitativamente la interaccion entre la estreptavidina y la biotina
marcada con fosfatasa alcalina, sobre un electrodo serigrafiado de pasta de carbono. La metodologia empleada consta
de las siguientes etapas:

- Activacién del electrodo serigrafiado de pasta de carbono. Se adicionan 50 ul de una disolucién 0.1 M de H,SO,
durante 2 minutos con una intensidad de corriente de 5 yA.

- Etapa de lavado de la celda electroquimica con una disolucién reguladora 0.1 M Tris pH 7.2.

- Inmovilizacién de la estreptavidina sobre el electrodo de trabajo. Se adicionan 10 ul de una disolucién de estrep-
tavidina sobre el electrodo de trabajo. La fijacion de esta capa sensora tiene lugar durante toda la noche a 4°C.

- Etapa de lavado de la celda electroquimica con una disolucién reguladora 0.1 M Tris pH 7.2.

- Etapa de bloqueo de la superficie del electrodo. Se afiaden 40 u1 de una disolucién de seroalbliimina bovina al 2%
que bloqueard el electrodo durante 15 min a temperatura ambiente.

- Etapa de lavado con una disolucién reguladora 0.1 M Tris pH 7.2.

- Desarrollo de la reaccién inmunolégica. Se afiaden 40 ul de una disolucién de fosfatasa alcalina biotinilada a la
celda electroquimica y se deja reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente.

- Etapa de lavado con una disolucién reguladora 0.1 M Tris pH 9.8.

- Desarrollo de la reaccién enzimatica haciendo uso de un sustrato objeto de la presente invencién. En este caso
concreto se adicionan 35 ul de una disolucién 6 mM de 3-indoxil fosfato, 0.4 mM de AgNO; en una disolucién
reguladora 0.1 M Tris pH 9.8. Se deja reaccionar durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

- Revelado de la sefial. Una vez transcurrida la reaccién enzimatica se ha depositado plata metdlica sobre la su-
perficie del electrodo en el que estd presente el enzima fosfatasa alcalina. Para detectar este metal depositado, se
realiza un barrido electroquimico por voltamperometria ciclica desde -0.2V hasta +0.5V en el mismo medio de reac-
cién.

En la figura 4, se observa el voltamperograma ciclico realizado para un sensor correspondiente a una concentracion
4.5-107"" M de biotina marcada con fosfatasa alcalina (curva A) y el voltamperograma realizado para un sensor en
ausencia de biotina marcada con fosfatasa alcalina (curva B).

En este caso, la deteccién de minimas cantidades de plata no puede ser realizada visualmente como en los ejemplos
1y 2, por lo que se hace uso de una técnica instrumental electroquimica. Al hacer un barrido de potenciales se registra
la redisolucién de la plata depositada (curva A) cuya intensidad es proporcional a la cantidad de plata depositada y por
ello a la cantidad de enzima fijada en la superficie del electrodo.

De este modo y a través de una redisolucién voltamperométrica de plata se logra un limite de cuantificacién de
4.5-107"° M de fosfatasa alcalina biotinilada.

El sustrato objeto de la presente invencion es, por tanto, un sustrato valido para la realizacidon de ensayos enzima-
ticos cuantitativos basados en la deteccion de plata.
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Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra el uso de un sustrato enzimatico basado en la combinacién de un éster indoxilico denominado
3-indoxil acetato y una disolucién de plata (AgNOs), en una relacion 1:2.5 (29-71%), para sensibilizar la deteccion de
una Acetil colinesterasa. Para ello se realiza el siguiente procedimiento.

Sobre una membrana de nitrocelulosa se adiciona 1 ul de una disolucién del enzima Acetil Colinesterasa (preparada
en una reguladora 0.1 M Tris pH 8.0) y se deja secar a temperatura ambiente. A continuacién de afade:

Columna A: 1.5 ul de una disolucién 3 mM de AgNO; en 0.1 M Tris pH 8.0.

Columna B: 1.5 ul de una disolucién 1.15 mM de 3-Indoxil acetato en 0.1 M Tris pH 8.0.

Columna C: 1.5 yl de una disolucién 3 mM de AgNO; y 1.15 mM de 3-Indoxil acetato en 0.1 M Tris pH 8.0.

Transcurridos 15 minutos desde la adicién del sustrato enzimdtico se obtienen los siguientes resultados (ver
figura 5):

- Columna A: no se aprecia aparicion de color debido a la ausencia del compuesto indoxilico. El enzima no actda
directamente sobre la disolucion de plata iénica.

- Columna B: se observa una débil coloracion azul debido a la generacién de azul de indigo en el medio de reaccion
que contiene enzima y compuesto indoxilico.

- Columna C: se observa una coloracién azul-grisdcea intensa debido a la formacién conjunta de azul de indigo y
de plata metdlica en la zona donde se encuentra presente el enzima Acetil Colinesterasa.

A través de una deteccién cualitativa basada en la intensidad de la coloracién generada sobre una membrana de
nitrocelulosa, se puede decir que el sustrato objeto de la presente invencién, que combina el 3-Indoxil acetato con una
disolucién de plata, sensibiliza los resultados que se obtienen cuando se utiliza ese mismo sustrato en ausencia de la
plata.
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REIVINDICACIONES
1. Sustrato enzimético que comprende un compuesto indoxilico y una fuente de plata.

2. Sustrato enzimdtico, segun la reivindicacién 1, donde el compuesto indoxilico tiene de férmula general:

R! O/R

R4

donde R es un grupo seleccionado de entre el grupo fosfato, acetato, sulfato, butirato, caprilato, nonanoato, oleato,
palmitato, un resto glicidico, fosforilcolina o un grupo sintetizado especificamente para ser reconocido por un enzima,

donde R!, R?, R? y R* son iguales o diferentes entre si y representan un dtomo de hidrégeno, bromo, cloro, flior o
yodo, 6 un grupo nitro o un 4cido sulfénico, y

donde R’ representa un dtomo de hidrégeno o un grupo metilo, acetilo o tosilo.

3. Sustrato enzimatico segin la reivindicacién anterior donde R! es Cloro o hidrégeno, R? es fltior, cloro o hidré-
geno, R* es bromo o hidrégeno y R’ es hidrégeno o un grupo metilo.

4. Sustrato enzimatico, segun la reivindicacion 4, caracterizado porque la estructura indélica del compuesto in-
doxilico es del tipo 5-bromo-4-cloro-3-indoxil, 5-bromo-6-cloro-3-indoxil, 5-bromo-3-indoxil, 6-cloro-3-indoxil, 3-
indoxil, 4-cloro-3-indoxil, 6-bromo-3-indoxil, 6-fluoro-3-indoxil, 5,7-dibromo-3-indoxil, 4,5-dicloro-3-indoxil, 5-yo-
do-3-indoxil, 5-nitro-3-indoxil, 5-sulfo-3-indoxil y el N-metil-3-indoxil.

5. Sustrato enzimadtico, segtin la reivindicacion 3, caracterizado porque la estructura inddlica del compuesto indo-
xilico es del tipo 3-indoxil 6 5-bromo-4-cloro-3-indoxil.

6. Sustrato enzimatico, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, cuya féormula es 5-bromo-4-cloro-3-
indoxil fosfato, 3-indoxil acetato, 5-bromo-4-cloro-3-indoxil fosfato 6 del 3-indoxil fosfato.

7. Sustrato enzimadtico, segtin la cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque el compuesto indo-
xilico estd en disolucién en una concentracion entre 0.5 mM y 24 mM.

8. Sustrato enzimatico, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizado porque la plata esta en disolu-
cién en una concentracién entre 0.1 mM y 10 mM.

9. Sustrato enzimadtico, segin cualquiera de las reivindicaciones 1-8, caracterizado porque la fuente de plata es
preferentemente nitrato de plata, acetato de plata o lactato de plata.

10. Sustrato enzimatico, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-9, caracterizado por ser una disolucién estable
que comprende un compuesto indoxilico y plata en una disolucion reguladora, y que estd preparada para su uso directo.

11. Sustrato enzimaticos, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la proporcién del compuesto
indoxilico es de al menos el 29% respecto al total del sustrato.

12. Sustrato enzimaético, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-10, donde la proporcién de plata es de al menos
el 6%, respecto al total de sustrato, respecto al total del sustrato.

13. Método para la deteccion de actividad enzimdtica que comprende las siguientes etapas:

a) Puesta en contacto de una muestra que contiene enzimas con un sustrato enzimético segtin cualquiera de
las reivindicaciones anteriores

b) Deteccion del producto formado consistente en un depdsito de plata y un compuesto coloreado de la familia
del indigo.
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14. Método segtn la reivindicacién anterior caracterizado porque el enzima es seleccionado preferentemente del
grupo de las fosfatasas, oxido-reductasas, esterasas, lipasas, sulfatasas y glicosidasas.

15. Método, segiin cualquiera de las reivindicaciones 13 y 14, donde la deteccién se realiza preferentemente:
de modo visual con o sin ayuda de un microscopio, a través de medidas de reflectancia o microscopia electrénica,
deteccidn con técnicas electroquimicas, deteccion con técnicas Optico-espectroscopicas o mediante el empleo de una
balanza piezoeléctrica.

16. Un método, segin la cualquiera de las reivindicaciones 13-15, caracterizado porque es realizado sobre un
soporte s6lido como placas de pocillos, soportes de cristal, bolas de poliestireno, bolas magnéticas, membranas cro-
matograficas, membranas de poliestireno, de nylon o de nitrocelulosa, papel de filtro, geles, particulas de latex, chips
o electrodos sélidos.

17. Uso de un sustrato segtn cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en inmunoensayos, ensayos de hibridacién de

ADN, ensayos de tincion proteica, ensayos histoquimicos o citoquimicos y tincién de bacterias en andlisis microbio-
16gicos.

10
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