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DESCRIPCION
Procedimiento de multicuantificacion del colesterol de lipoproteina de baja densidad
Campo Técnico

La presente invencién se refiere a un procedimiento para medir simultdneamente el colesterol de la lipoproteina y el
colesterol total como analisis en muestras bioldgicas, y en particular a un procedimiento que hace posible estabilizar
reactivos liquidos utilizados para la medicion.

Técnica Anterior

La lipoproteina de baja densidad (denominada aqui en adelante “LDL”) juega un papel principal en el transporte del
colesterol en la sangre y, en particular, el colesterol depositado en las paredes de los vasos sanguineos en la
arterioesclerosis se deriva principalmente de la LDL. Un aumento en el colesterol LDL es uno de los principales
factores de riesgo de las enfermedades arterioescleréticas, y su medicion selectiva es clinicamente Gtil. La medicion
del colesterol total incluye la medicion del colesterol en todas las lipoproteinas, tales como los quilomicrones (CM), la
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), LDL, y la lipoproteina de alta densidad (HDL), y es aun un elemento
principal de la prueba de lipidos.

Los procedimientos habituales para medir el colesterol LDL incluyen un procedimiento de medicién a partir de dos
operaciones de fraccionamiento y determinacion del colesterol y un procedimiento de mediciéon mediante el calculo
basado en los valores del colesterol total, HDL, colesterol, y triglicéridos, segun la ecuacion de Friedewald.

Para el fraccionamiento, existen procedimientos tales como el ultracentrifugado, la precipitaciéon, y la técnica
inmunoldgica. Estos procedimientos requieren un proceso de tratamiento de una muestra mediante el
ultracentrifugado o filtrado, y ha sido dificil su uso generalizado en las instalaciones de ensayos de laboratorio
debido a su conveniencia y rentabilidad. El procedimiento de calculo basado en la ecuacién Friedwald tiene un uso
limitado, y va asociado a problemas de exactitud debido a que no tienen en cuenta las diferencias individuales.

Recientemente se ha informado un procedimiento de medicion del colesterol LDL que no requiere el fraccionamiento
(Publicacion de Patente JP (Kokai) numero 11-318496 A (1999)), y actualmente se esta utilizando en instalaciones
de ensayo como reactivo de ensayo de laboratorio. Este procedimiento comprende un primer paso en el cual se
elimina selectivamente en una muestra el colesterol en las lipoproteinas distintas a LDL (“eliminado” significa que se
degrada el colesterol tipo éster y el producto de degradacion se hace indetectable en un segundo paso), y un
segundo paso en el cual se mide el colesterol LDL.

A pesar del hecho de que el reactivo para la medicion de colesterol LDL descrito anteriormente es un reactivo util
clinicamente, la medicion habitual del colesterol total se realiza muy a menudo, y el reactivo no ha pasado a tener un
amplio uso debido a que los niveles de colesterol LDL pueden determinarse utilizandose la ecuacién Friedwald, etc.
No obstante, existe un problema en los niveles de colesterol LDL determinados por la ecuacién Friedewald tal como
se describe anteriormente, y la medicion exacta de los niveles de colesterol es clinicamente importante. Asi pues, se
ha deseado mejorar ain mas el reactivo, permitiendo de ese modo que se utilice habitualmente el reactivo para la
medicion del colesterol LDL de elevada importancia clinica.

Por otro lado, se describié un procedimiento en el cual se miden secuencialmente mediante una Unica medicién el
colesterol HDL y el colesterol total, asi como el colesterol LDL y el colesterol total (Publicacion de Patente JP 2003-
501630 A). En este procedimiento, se coloca en un tubo una muestra, permitiendo que forme un complejo entre el
colesterol no HDL de la muestra y un anticuerpo anti-apoB, midiéndose la lipoproteina en la forma no complexada,
concretamente, HDL. Después de disocia el complejo con un surfactante, y se mide enzimaticamente el colesterol
no HDL restante. Sumando los dos valores de medicion, se encuentra el nivel de colesterol total. En el caso del
colesterol LDL, se utiliza un procedimiento similar de reaccioén, en el cual se usa un anticuerpo anti-apoA-l o anti-
apoA-ll, en lugar del anticuerpo anti-apoB en el momento de formacién del complejo. El colesterol HDL, colesterol
LDL y el colesterol total se suelen medir normalmente en revisiones médicas y similares, y ha sido importante la
medicion simultanea del colesterol HDL, colesterol LDL y colesterol total.

Descripcion de la invencién

El objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento de estabilizacion para eliminar el desarrollo
espontaneo del color de un reactivo que hace posible medir simultdneamente el colesterol LDL y el colesterol total
en una Unica medicidon. Este procedimiento es util como procedimiento multiple de medicién en el cual pueden
obtenerse los valores cuantificados de una serie de elementos en una Unica medicion.
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A la luz de la importancia que ha tomado recientemente la medicion exacta del colesterol LDL, y la importancia
conocida habitualmente de la medicion del colesterol total, los inventores de la presente estudiaron diligentemente
para establecer un sistema de medicion simultanea del colesterol LDL y el colesterol total.

Los inventores de la presente desarrollaron previamente un procedimiento capaz de medir simultaneamente el
colesterol LDL vy el colesterol total (Solicitud de Patente Japonesa numero 2002-362970, WO 2004/055204). Este
procedimiento comprende permitir que la esterasa de colesterol y la oxidasa de colesterol actuen sobre las
lipoproteinas en presencia de un surfactante que actue sobre lipoproteinas distintas a LDL, midiéndose el colesterol
de las lipoproteinas distintas a LDL, convertir el peréxido de hidrogeno generado en un colorante de quinona, afadir
posteriormente un surfactante que actia al menos sobre la LDL, permitir que la esterasa de colesterol y la oxidasa
de colesterol actuen sobre la LDL restante y medir el colesterol LDL, convirtiendo el peréxido de hidrégeno generado
en colorante de quinona, donde puede calcularse el valor de colesterol total sumandose los dos valores de medicion
anteriores. Este procedimiento fue efectivo como procedimiento de medicién mdltiple en el cual pueden obtenerse en
una Unica medicién los valores cuantificados de una serie de elementos. No obstante, en este procedimiento los
componentes para producir el colorante de quinona estan presentes en un primer reactivo en un estado de reactivo
liqguido para su uso y, en consecuencia, el reactivo se oxida con el aire, provocando un problema de desarrollo
espontaneo de color, por lo cual carece de estabilidad como reactivo liquido.

Asi pues, los inventores de la presente estudiaron diligentemente la estabilizacion del reactivo que hace posible
medir simultaneamente el colesterol LDL y el colesterol total en una Unica medicién, y encontraron un procedimiento
en el cual el colesterol LDL y el colesterol total se miden con exactitud suprimiéndose el desarrollo espontaneo de
color en el reactivo para su uso en un procedimiento de medicion simultanea del colesterol LDL y el colesterol total,
en una Unica medicion.

En el procedimiento anterior de medicion, los procedimientos de la reaccion enzimatica de colesterol en
lipoproteinas distintas a LDL en una muestra para la deteccién del colesterol se efectuaban en el primer paso. No
obstante, en el presente procedimiento de medicidon segun la reivindicacién 1 se mejoraron los procedimientos a fin
de permitir la deteccion de la reaccion enzimatica del colesterol en las lipoproteinas distintas a LDL, que tiene lugar
en el primer paso, en una etapa temprana del segundo paso, y la deteccidn de la reaccién enzimatica del colesterol
LDL después de las siguientes etapas.

La Figura 1 describe el principio de la invencién. Tal como se ilustra en la Figura 1, el procedimiento de la presente
invencion comprende dos pasos. En el primer paso, en una muestra se genera el peroxido de hidrégeno mediante
una reaccion basada en el colesterol de lipoproteinas distintas a LDL. En el segundo paso, tiene lugar un cambio en
la absorbancia de la solucién de la reaccion debido al perdxido de hidrégeno generado en el primer paso, ocurriendo
posteriormente una reaccion basada en el colesterol en la LDL, y se mide el cambio en la absorbancia de la solucion
de reaccion debido a dicha reaccion. La cantidad del cambio total en la absorbancia en el segundo paso
corresponde al colesterol total, y la cantidad de cambio en la absorbancia en relacion con la cantidad de perdxido de
hidrégeno generado en el segundo paso corresponde a la cantidad de colesterol LDL. Cambiando las condiciones
analisticas en el momento de medir este cambio en la absorbancia en un analizador automatico, puede efectuarse
simultaneamente la medicion de mdltiples elementos en una Unica medicion.

En el procedimiento habitual de medicién multiple, en un primer reactivo utilizado en el primer paso de la medicion
se integraban una serie de compuestos reactivos que intervenian en la formacion del colorante de quinona. Por otro
lado, en el presente procedimiento, dado que el colorante de quinona se forma Unicamente en el segundo paso, la
variedad de compuestos reactivos que intervienen en la formacién del tinta de quinona pudieron separarse en un
primer reactivo utilizado en el primer paso y en un segundo reactivo utilizado en el segundo paso, y pudo eliminarse
el desarrollo espontaneo de color provocado por la oxidaciéon del reactivo con el aire. Dado que se hizo posible la
eliminacion del desarrollo espontdneo de color en el reactivo, pudo estabilizarse el mismo, posibilitandose asi la
medicién precisa del colesterol.

Cuando el procedimiento de la presente invencion se realiza utilizandose una analizador automatico en el cual
pueden fijarse varias condiciones de medicién, una condicién de medicidén para fijar el analizador en el analisis de
multiples elementos es que el colesterol total se mida a partir de la diferencia de absorbancias entre dos puntos
después de la adicién del segundo reactivo (en el momento después de un rapido cambio en la absorbancia,
después de afadir el segundo reactivo, y en el momento final de la reaccion) en el segundo paso.

Asi, la descripcion es la siguiente:

[1] Procedimiento para medir in vitro el colesterol en la lipoproteina de baja densidad y el colesterol total en una
muestra biolégica mediante una Unica medicién, que comprende:

un primer paso de tratamiento de las lipoproteinas distintas de lipoproteinas de baja densidad en la muestra
biolégica para generar peroxido de hidrégeno; y
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un segundo paso para convertir el peréxido de hidrogeno obtenido en el primer paso en un colorante de
quinona, y tratar la lipoproteina de baja densidad restante, y convertir el peréxido de hidrogeno generado en
un colorante de quinona,

[2] Procedimiento segun [1] en el que los compuestos reactivos que intervienen en la formacién del
colorante de quinona comprenden 4-aminoantipirina, un compuesto donante de hidrégeno fendlico, y
peroxidasa; afiadiéndose en el primer paso cualquiera de 4-aminoantipirina o el compuesto donante de
hidrégeno fendlico o anilinico; y afiadiéndose en el segundo paso los compuestos reactivos que no se
afiadieron en el primer paso;

[3] Procedimiento segun [1] o [2], en el que se permite que la esterasa de colesterol y la oxidasa de
colesterol actuen sobre las lipoproteinas distintas de lipoproteinas de baja densidad de la muestra bioldgica
en presencia de un surfactante que actua sobre las lipoproteinas distintas de lipoproteinas de baja densidad
para generar peroxido de hidrégeno; y se permite que la esterasa de colesterol y la oxidasa de colesterol
actuen sobre la lipoproteina de baja densidad de la muestra biolégica en presencia de un surfactante que
actua al menos sobre la lipoproteina de baja densidad para generar peréxido de hidrégeno en el segundo
paso;

[4] Procedimiento segun cualquiera de [1] a [2], en el que en el segundo paso, el peroxido de hidrégeno
obtenido en el primer paso se convierte en colorante de quinona; se afiade al sistema de medicion el
surfactante que actua al menos sobre la lipoproteina de baja densidad; se permite que la esterasa de
colesterol y la oxidasa de colesterol actien sobre la lipoproteina de baja densidad restante en el sistema de
medicion; y se mide el peréxido de hidrégeno generado, convirtiéndolo en colorante de quinona;

[5] Procedimiento segun cualquiera de [1] [2], en el que las cantidades de colesterol presentes en la
lipoproteina de baja densidad y el colesterol total presente en la muestra bioldgica se miden
simultaneamente basandose en dos valores, donde la cantidad total de cambio en la absorbancia en el
segundo paso sirve como valor de medicion que refleja la cantidad de colesterol total presente, y la cantidad
de cambio en la absorbancia en relacion con la cantidad de peroxido de hidrogeno generado en el segundo
paso, sirve como valor de medicién que refleja la cantidad de colesterol presente en la lipoproteina de baja
densidad;

[6] Procedimiento segun cualquiera de [1] a [5], en el que el cambio en la absorbancia en el segundo paso
muestra un aumento bifasico en el que existe un rapido aumento justo después de afiadir un segundo
reactivo y un aumento moderado posterior; y se mide el colesterol en la lipoproteina de baja densidad a
partir de la cantidad del ultimo cambio moderado en la absorbancia;

[7] Procedimiento segun cualquiera de [1] a [6], en el que se mide el colesterol a partir de la cantidad total
de cambio en la absorbancia en el segundo paso;

[8] Procedimiento segun cualquiera de [1] a [7], en el que el analisis se efectia mediante mediciéon segun
diferentes condiciones de medicion, utilizandose un analizador automatico para el ensayo quimico clinico;
[9] Procedimiento para estabilizar un reactivo liquido en un procedimiento de medicion del colesterol en la
lipoproteina de baja densidad y el colesterol total de una muestra biol6gica mediante una unica medicion
que incluye un primer paso de afiadir un primer reactivo para tratar las lipoproteinas distintas de lipoproteina
de baja densidad en la muestra bioldgica para generar peréxido de hidrégeno, y un segundo paso de afadir
un segundo reactivo para convertir el peréxido de hidrégeno generado en el primer paso en un colorante de
quinona, y tratar la lipoproteina de baja densidad restante a fin de generar perdxido de hidrégeno y
convertirlo en colorante de quinona, que comprende:

que se contengan en el primer reactivo afiadido en el primer paso 4-aminoantipirina o un
compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico que es un compuesto reactivo que interviene
en la formacion de un colorante de quinona; y

que se contengan en el segundo reactivo compuestos reactivos no contenidos en el primer
reactivo, entre 4-aminoantipirina, el compuesto donante de hidrogeno fendlico o anilinico, y
peroxidasa;

[10] Procedimiento de estabilizacion de un reactivo liquido en un procedimiento seguin cualquiera de [1] a
[8], que comprende:

que se contengan en el primer reactivo afiadido en el primer paso 4-aminoantipirina o un
compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico, que es un compuesto reactivo que interviene
en la formacion de un colorante de quinona; y

que se contengan en el segundo reactivo compuestos reactivos no contenidos en el primer
reactivo, entre 4-aminoantipirina, el compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico, y
peroxidasa;

[11] Procedimiento segun [9] o [10], en el que en el primer reactivo se contiene también un surfactante que
actua sobre las lipoproteinas distintas de lipoproteinas de baja densidad, esterasa de colesterol y oxidasa
de colesterol; y en el segundo reactivo se contiene un surfactante que actua al menos sobre la lipoproteina
de baja densidad;
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[12] Kit para efectuar un procedimiento de medicion del colesterol en la lipoproteina de baja densidad vy el
colesterol total de una muestra biolégica mediante una Unica medicién, que incluye un primer paso de
afiadir un primer reactivo para tratar lipoproteinas distintas de lipoproteina de baja densidad en la muestra
biolégica para generar para generar peroxido de hidrogeno, y un segundo paso de afadir un segundo
reactivo para convertir el per6xido de hidrégeno generado en el primer paso en un colorante de quinona, y
tratar la lipoproteina de baja densidad restante a fin de generar perdxido de hidrégeno y convertirlo en
colorante de quinona, que comprende:

que se contengan en el primer reactivo 4-aminoantipirina o un compuesto donante de hidrégeno
fendlico o anilinico que es un compuesto reactivo que interviene en la formacion de un colorante de
quinona; y
que se contengan en el segundo reactivo compuestos reactivos no contenidos en el primer
reactivo, entre 4-aminoantipirina, el compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico, y
peroxidasa;

[13] Kit segun [12], en el que en el primer reactivo se contiene también un surfactante que actua sobre las
lipoproteinas distintas de lipoproteinas de baja densidad, esterasa de colesterol y oxidasa de colesterol; y
en el segundo reactivo se contiene un surfactante que actua al menos sobre la lipoproteina de baja
densidad;

Mediante el procedimiento de la presente invencién segun la reivindicacion 1, el reactivo utilizado en el
procedimiento para medir simultdneamente el colesterol LDL y el colesterol total en una unica mediciéon puede
mantenerse establemente en estado liquido de modo que no tenga lugar el desarrollo espontaneo de color debido a
la oxidacién con el aire. Ademas, el colesterol LDL y el colesterol total pueden medirse con exactitud en una unica
medicion.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 es un esquema que muestra el principio de un procedimiento de medicién multiple de la presente
invencion;

La Figura 2 es un esquema que muestra la correlaciéon entre los niveles de colesterol en la LDL medidos por el
procedimiento de medicion mdultiple de la presente invencion y los niveles de colesterol en la LDL medidos
independientemente; y

La Figura 3 es un esquema que muestra la correlacién entre los niveles de colesterol total medidos por el
procedimiento de medicion multiple de la presente invencidon y los niveles de colesterol total medidos
independientemente.

Mejor Modo para Desarrollar la Invencion

La presente invencién es un procedimiento segun la reivindicacion 1 para medir simultdneamente el colesterol en la
LDL y el colesterol total de una muestra biolégica en la cual se miden el colesterol en la LDL y el colesterol total de
una muestra biolégica mediante una unica medicion utilizando las absorbancias de un colorante formado por
tratamiento de las lipoproteinas como indicador. Ademas, la presente invencién es un procedimiento segun la
reivindicacion 1 en el cual se mejora la estabilidad de un reactivo o compuesto reactivo, impidiéndose el desarrollo
esponténeo del color del reactivo provocado por oxidacion por aire y pueden obtenerse resultados precisos incluso
cuando se deja el reactivo un largo periodo de tiempo. En el procedimiento de la presente invencién segun la
reivindicacion 1, se genera el peréxido de hidrogeno tratdndose las lipoproteinas de una muestra bioldgica,
convirtiéndose después el peroxido de hidrégeno en colorante de quinona, y midiéndose la absorbancia del
colorante de quinona, midiéndose asi el colesterol que se contiene en las lipoproteinas de la muestra bioldgica. El
procedimiento de la presente invencién segun la reivindicacion 1 comprende un primer paso en el que las
lipoproteinas distintas a LDL de muna muestra biolégica se tratan para genera peréxido de hidrégeno y un segundo
paso en el que el perdxido de hidrégeno obtenido en el primer paso se convierte en colorante de quinona. Asi pues,
en el procedimiento de la presente invencion las lipoproteinas distintas a LDL y la LDL se tratan en diferentes pasos,
respectivamente, y la conversion del peroxido de hidrogeno generado por los tratamientos en colorante de quinona y
la deteccién del colorante de quinona formado, se efectian en un Unico paso. Aqui, el tratamiento de las
lipoproteinas se refiere a lipoproteinas con un surfactante y enzimas. Cuando las lipoproteinas se tratan con un
surfactante, se libera el colesterol de las lipoproteinas. Cuando el colesterol se trata con enzimas (esterasa de
colesterol y oxidasa de colesterol) se genera peroxido de hidrogeno. Asi, el tratamiento de las lipoproteinas incluye
una serie de tratamientos en los cuales el colesterol se libera de las lipoproteinas y después se genera el peréxido
de hidrégeno a partir del colesterol. Ademas, el tratamiento del colesterol se refiere a generar peréxido de hidrogeno
mediante el tratamiento del colesterol liberado con las enzimas. El peréxido de hidrégeno generado se convierte
posteriormente en el colorante de quinona con peroxidasa. En la presente invencion, “reactivo” se refiere a un
elemento que contiene compuestos reactivos, y “compuestos reactivos” se refiere a sustancias tales como el
surfactante y la enzima que constituyen el reactivo.
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En el primer paso, se tratan las lipoproteinas distintas a LDL de una muestra bioldgica con un surfactante y enzimas
para generar perdxido de hidrogeno. Dado que un conjunto de compuestos reactivos que intervienen en la
generacion del colorante de quinona no se contiene en un primer reactivo utilizado en el primer paso, el peréxido de
hidrégeno generado no se convierte en el colorante de quinona. En el segundo paso, se trata la LDL con un
surfactante y enzimas, y se genera de nuevo el peréxido de hidrogeno nuevamente por la reacciéon. Cuando se
afade al sistema de medicién un segundo reactivo utilizado en el segundo paso, el conjunto de compuestos
reactivos que intervienen en la generacion del colorante de quinona pasan a contenerse en el sistema de medicion,
con lo cual se trata la lipoproteina de la LDL y, al mismo tiempo, tiene lugar la reaccién para convertir en colorante
de quinona el peroxido de hidrogeno presente en el sistema de medicion. Cuando se inicia el segundo paso, el
peroxido de hidrogeno generado del colesterol en las lipoproteinas distinto a LDL que se ha formado en el primer
paso esta presente en el sistema de medicion, y el peréxido de hidrégeno se convierte en el colorante de quinona al
mismo tiempo que se inicia el segundo paso. Por otro lado, el perdxido de hidrogeno generado por el tratamiento de
la LDL en el segundo paso se convierte en el colorante de quinona al mismo tiempo que se genera. El peréxido de
hidrégeno generado por el tratamiento de la LDL en el segundo paso aumenta con el tiempo a medida que avanza el
tratamiento del colesterol con las enzimas. Dado que el peréxido de hidrégeno generado por el tratamiento del LDL
en el segundo paso se convierte en colorante de quinona, el colorante de quinona aumenta también con el tiempo.
El cambio en la absorbancia debido al colorante de quinona justo después del inicio del segundo paso refleja la
cantidad de peroxido de hidrogeno generado en el primer paso, es decir, la cantidad de colesterol presente en las
lipoproteinas distintas a LDL. El cambio en la absorbancia debido al colorante de quinona cuando finaliza el segundo
paso refleja la cantidad de perdxido de hidrégeno generada en el primer paso, y una cantidad adicional de peréxido
de hidrégeno generada en el segundo paso, es decir la cantidad de colesterol presente en la LDL. Dicho de otro
modo, el cambio en la absorbancia en el segundo paso sirve como valor de medicidon que refleja la cantidad de
colesterol total presente en una muestra bioldgica, y un cambio en la absorbancia en relacién con la cantidad de
peroxido de hidrégeno generada en el segundo paso, sirve como valor de medicién que refleja la cantidad de
colesterol presente en la LDL. Basandose en estos dos cambios en la absorbancia, es decir, el cambio total en la
absorbancia en el segundo paso y el cambio en la absorbancia en relacion con la cantidad de peréxido de hidrégeno
generado en el segundo paso, puede medirse al mismo tiempo el colesterol LDL y el colesterol total presentes en la
muestra biolégica. En el procedimiento de la presente invenciéon segun la reivindicacion 1, se utilizan diferentes
reactivos en el primer paso y el segundo paso. Por medio de un complicado agrupamiento de los componentes de
los dos reactivos, principalmente los compuestos reactivos que intervienen en la formacioén del colorante de quinona,
puede obtenerse la estabilizaciéon de los reactivos propiamente dichos y obtenerse resultados precisos en el
procedimiento de medicién del colesterol. Los compuestos reactivos se refieren a los componentes de un compuesto
reactivo para efectuar una reacciéon quimica, tales como reactivos que participan en una reaccion quimica especifica
0 solucién tampoén, o ambos. En el procedimiento de la presente invencién segun la reivindicacion 1, puede
obtenerse la estabilizacion de un reactivo liquido suministrado en liquido. El peréxido de hidrégeno generado por el
tratamiento del colesterol forma una quinona coloreada (colorante de quinona) en presencia de peroxidasa, 4-
aminoantipirina, y un compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico. Cuando la peroxidasa, 4-aminoantipirina,
y el compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico estan presentes en un reactivo en estado liquido mezclado,
el colorante de quinona se forma con el tiempo debido a un efecto de oxidacién por el aire, incluso cuando no esta
presente el perdéxido de hidrogeno, dando como resultado el desarrollo espontaneo de color del reactivo. En
consecuencia, no puede mantenerse la estabilidad del reactivo o el compuesto reactivo para la medicion del
colesterol, y tampoco puede garantizarse la exactitud de la medicion del colesterol. En la presente invencién, no se
permite que todos de la peroxidasa, 4-aminoantipirina, y un compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico
estén presentes simultaneamente en uno de los dos reactivos. Unicamente después de que se afiadan finalmente
los dos reactivos al sistema de medicion, se permite que se afiadan al sistema tano la peroxidasa, 4-aminoantipirina,
y el compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico.

El colesterol que se contiene en las lipoproteinas que es el objetivo de medicidon del procedimiento de la presente
invencién incluye colesterol éster (colesteril-éster) y colesterol libre. Cuando en la presente memoria se hace
referencia Unicamente a “colesterol”, el término incluye a ambos.

Las muestras bioldégicas sometidas al procedimiento de la presente invencidén son las que pueden contener
lipoproteinas tales como HDL, LDL, VLDL, y CM e incluyen, por ejemplo, fluidos corporales tales como sangre,
suero, y plasma, y fluidos diluidos de los mismos, que se obtienen del cuerpo humano o animal. “Lipoproteinas
distintas a LDL” se refiere a HDL, VLDL, CM y similares.

“Valor de medicion que refleja la cantidad de colesterol total presente” o “valor de medicion que refleja la cantidad de
colesterol presente en LDL” indica un valor de medicion obtenido cuando se determina la concentracion o cantidad
absoluta de colesterol presente en las lipoproteinas de una muestra bioldgica. El procedimiento de medicion no se
limita en particular, y cuando se obtiene finalmente un valor que corresponde a la concentracién o cantidad absoluta
de colesterol presente en lipoproteinas de una muestra biolégica, por ejemplo, un valor proporcional o inversamente
proporcional, combinandose una serie de medidas, este valor se denomina valor de mediciéon. Por ejemplo, un
ejemplo de los valores de medicion es la absorbancia debida a un compuesto formado por una serie de tratamientos
del colesterol en lipoproteinas con agentes especificos. El valor de medicion en este caso incluye una cantidad
absoluta, asi como una cantidad de cambio.
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Por ejemplo, el cambio en la absorbancia del segundo paso que se ilustra en la Figura 1 es en el que la absorbancia
derivada de la conversiéon a colorante de quinona del peréoxido de hidrégeno, generado por el tratamiento en el
segundo paso, se afiade a la absorbancia derivada de convertir en colorante de quinona el peréxido de hidrogeno
generado por el tratamiento en el primer paso. En la Figura 1, la absorbancia que refleja la cantidad de colesterol
presente en LDL se obtiene de la cantidad de cambio en la absorbancia (la diferencia entre las absorbancias
obtenidas por la medicién 2 y la medicion1) de la absorbancia obtenida por la medicién 2 en el segundo paso, y esta
absorbancia es el “valor de medicion que refleja la cantidad de colesterol presente en la LDL”. La absorbancia total
obtenida por la medicion 2 en el segundo paso es un valor en el que la absorbancia correspondiente a la cantidad de
colesterol presente en la LDL se afade a la absorbancia que refleja la cantidad de colesterol presente en
lipoproteinas distintas a LDL, y esta absorbancia es el “valor de mediciéon que refleja la cantidad de colesterol total
presente”. No obstante, a fin de obtener un valor de medicidon exacto en la practica, la cantidad de colesterol se
calcula basandose en el valor obtenido restandose una absorbancia antes de la adicién del segundo reactivo de la
absorbancia obtenida por la medicién 2.

“Una unica mediciéon” en el caso en el que se obtienen dos tipos de valores de medicién por una unica medicion,
incluye una serie de tratamientos continuos hasta que se obtienen una serie de valores de medicién necesarios
después de someter una muestra bioldgica a la medicion. Durante la Unica medicion, se incluyen una serie de veces
de adicion de reactivos y obtencidon de valores de medicion, pero no se incluyen la operaciéon de separacion por
centrifugado y similares ni la operacion de separacion por formacion de complejos. La medicién se completa en una
sola vez en un unico tubo o pocillo para la medicion.

“Las cantidades de colesterol LDL y colesterol total en una muestra biolégica se obtienen simultdneamente
basandose en dos valores de medicion” se refiere a la obtencién de las concentraciones o los valores absolutos de
colesterol en la LDL y el colesterol total, mediante el calculo basado en dos valores de medicién. Por ejemplo, la
cantidad de colesterol presente en la LDL puede conocerse por la cantidad de cambio del valor de medicidn
obtenido por la medicién 2 de la Figura 1, es decir, la diferencia entre ambos valores de medicion de las mediciones
1y 2, y la cantidad de colesterol total presente puede conocerse a partir del valor de mediciéon obtenido por la
medicion 2.

El tratamiento en el primer paso se efectua degradando el colesterol mediante reacciones enzimaticas en presencia
de un surfactante que actua sobre las lipoproteinas distintas a LDL. El peréxido de hidrégeno generado por el
tratamiento se retiene hasta el segundo paso sin que se elimine ni detecte. “Un surfactante que actua” significa la
degradacion de lipoproteinas por el surfactante para liberar el colesterol en las lipoproteinas.

Un procedimiento especifico para hacer reaccionar selectivamente el colesterol que se contiene en las lipoproteinas
distintas a LDL, es decir, HDL, VLDL, CM y similares, es el siguiente.

Se permite que la esterasa de colesterol y la oxidasa de colesterol actuen sobre las lipoproteinas en presencia del
surfactante, que actla sobre las lipoproteinas distintas a LDL para generar peroxido de hidrégeno.

La concentracion de esterasa de colesterol en la solucién de reaccion del primer paso es preferentemente de 0,2 a
2,0 IU/mL, siendo efectiva la esterasa de colesterol producida originalmente por una bacteria tipo pseudomonas.
Ademas, la concentracion de oxidasa del colesterol es preferentemente de 0,1 a 0,7 IU/mL, y se prefiere utilizar
oxidasa derivada de una bacteria o una levadura.

El surfactante utilizado en el primer paso, que actia sobre lipoproteinas distintas a LDL, son derivados de éxido de
polialquileno, que tienen un valor HLB de un minimo de 13 y un maximo de 15, preferentemente entre 13 y 14.
Ejemplos de los derivados pueden incluir condensados superiores de alcoholes, condensados superiores de acidos
grasos, condensados superiores de amida de los acidos grasos, condensados superiores de alquilamina,
condensados superiores de alquilmercaptano, condensados de alquilfenol, y similares. Conviene sefalar que se
conoce bien el procedimiento de calculo del valor HLB de surfactantes, describiéndose, por ejemplo, en “Shin
Kaimenkasseizai (en japonés) (Nuevos Surfactantes)”, Hiroshi Horiuchi, 1986, Sankyou Publishing Co, LTD.

Los ejemplos especificos preferidos de derivados de 6xido de polialquileno que tienen un valor HLB de un minimo
de 13 y un maximo de 15 pueden incluir éter laurilico de polioxietileno, éter cetilico de polioxietileno, éter oléico de
polioxietileno, éter de alcohol superior de polioxietileno, éter octifenilico de polioxietileno, éter nonilfenilico de
polioxietileno, éter benzilfenilico de polioxietileno y similares, que son compuestos que tienen un valor HLB de un
minimo de 13 y un maximo de 15. No obstante, los derivados del 6xido de polialquileno no se limitan a estos.

Como surfactante utilizado en el primer paso, puede nombrarse, por ejemplo, Emulgen B66 (producto de Kao
Corporation), que es un derivado del polioxietileno y tiene un valor HLB de 13,2.

La concentraciéon del surfactante utilizado en el primer paso es preferentemente de unos 0,1 a 10 g/L, mas
preferentemente de unos 0,5 a 5 g/L.
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El primer paso se efectua preferentemente en una solucién tampoén con un pH de 5 a 9, y se prefiere una solucion
tampdn que contenga una amina tal como tampén Tris, tampdn de trietanolamina, o tampdn de Good. En particular,
se prefieren Bis-Tris, PIPES, MOPSO, BES, HEPES y POPSO, que son tampones de Good, y la concentracién de la
solucion tampoén es preferentemente de 10 a 500 nM.

La temperatura de reaccion del primer paso es idéneamente de unos 30 a 40 grados C, mas preferentemente 37
grados C. El tiempo de reaccion (tiempo desde la adicion del primer reactivo a la adicién del segundo reactivo) es de
unos 2 a 10 min, y preferentemente 5 min.

En el procedimiento de la presente invencion segun la reivindicacién 1, se desea efectuar el primer paso en
presencia de albumina. La albumina no tiene limitacion alguna, en tanto en cuanto sea albumina, y puede utilizarse
albumina comercialmente disponible, tal como albumina sérica, prefiriéndose en particular la albumina libre de acido
graso. El origen de la albumina no tiene limitacién alguna y puede ser tanto animal como humana, bovina, de cerdo y
caballo y, en particular, puede utilizarse preferentemente la albumina sérica bovina, la cual se utiliza
generalizadamente. La concentracion de la albumina en la solucién de reaccion del primer paso es preferentemente
de 0,1 a 5,0 g/gL, mas preferentemente de 0,3 a 3,0 g/dL.

Tal como se describe anteriormente, el primer reactivo utilizado en el primer paso incluye al menos un surfactante,
esterasa de colesterol, y oxidasa de colesterol. El reactivo puede contener también un tampén apropiado y albumina.
El reactivo utilizado en el primer paso no contiene todos los compuestos reactivos que intervienen en la formacion
del colorante de quinona, sino que contiene 4-aminoantipirina o un compuesto donante de hidrégeno fendlico o
anilinico. Ademas, el primer reactivo utilizado en el primer paso no contiene peroxidasa.

En el primer paso, el perdxido de hidrogeno se genera de modo correspondiente a la cantidad de colesterol en las
lipoproteinas distintas a LDL presentes en una muestra bioldgica, y el perdxido de hidréogeno se lleva al segundo
paso sin ser eliminado ni detectado.

En el segundo paso subsiguiente, se cuantifica el peroxido de hidrégeno generado a partir del colesterol en
lipoproteinas distintas a LDL que han sido tratadas en el primer paso, y se trata y mide el colesterol en la LDL
restante al término del primer paso.

El tratamiento del colesterol de la LDL se efectua tratandose la LDL con un surfactante que actia al menos sobre la
LDL. El colesterol de la LDL genera peroxido de hidrégeno por la accidn del surfactante, la esterasa de colesterol, y
la oxidasa de colesterol. Aqui, la esterasa de colesterol y la oxidasa de colesterol se contienen en el primer reactivo
utilizado en el primer paso, y pueden utilizarse los afiadidos al sistema de medicion en el primer paso. Ademas, la
esterasa de colesterol y la oxidasa de colesterol pueden también contenerse en el segundo reactivo utilizado en el
segundo paso. El surfactante que actua al menos sobre la LDL puede ser un surfactante que actia selectivamente
solo sobre la LDL o un surfactante que actlia sobre todas las lipoproteinas.

Dado que el valor de medicién de la LDL se calcula a partir de la cantidad de cambio en la absorbancia después de
la adicion del segundo reactivo, la precision del valor de la medicidn se rige por la velocidad de reaccion, es decir la
intensidad de reaccioén del surfactante utilizado. En consecuencia, es preferible seleccionar un surfactante que tenga
una intensidad de reaccioén apropiada.

Los ejemplos preferidos de surfactante que actia selectivamente Unicamente sobre la LDL o actua sobre todas las
lipoproteinas pueden incluir derivados del 6xido de polialquileno no utilizados en el primer reactivo. Ejemplos de
derivados pueden incluir condensados de alcohol superior, condensados de acido graso superior, condensados de
amida de acido graso superior, condensados de alquilamida superior, condensados de alquilmercaptano superior y
condensados de alquilfenol.

Los ejemplos preferidos especificos de derivados del éxido de polialquileno pueden incluir éter laurilico de
polioxietileno, éter cetilico de polioxietileno, éter oléico de polioxietileno, éter alcohol superior de polioxietileno, éter
octifenilico de polioxietileno, éter nonilfenilico de polioxietileno, éter benzilfenilico de polioxietileno y similares, que
son compuestos que no se utilizan en el primer reactivo. Como surfactante utilizado en el segundo paso, se nombra
por ejemplo Polidocanol (Thesit) (producto de Roche Diagnostic Corporation) que es un alcohol laurilico de
polioxietileno y tiene un valor HLB de 13,3.

La concentracion del surfactante utilizado en el segundo paso es preferentemente de unos 0,1 a 100g/L, mas
preferentemente de cerca de 1 a 50 g/L.

Otras condiciones preferidas de reaccion en el segundo paso son iguales a las condiciones preferidas de reaccién
en el primer paso. No obstante, en el segundo paso del procedimiento de la presente invencion, el perdxido de
hidrégeno que se contiene en el sistema de medicion, derivado del colesterol en lipoproteinas distintas a LDL, se
convierte en colorante de quinona justo después de que se inicie el segundo paso, mientras que el colesterol en la
LDL genera peroxido de hidrégeno a medida que progresa el segundo paso, y el peréxido de hidrégeno se convierte
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en colorante de quinona. El aumento en la absorbancia debido al colorante de quinona formado por el tratamiento de
lipoproteinas distintas a LDL comienza al mismo tiempo que la adicién del segundo reactivo, progresa a una
velocidad rapida, y finaliza en un corto tiempo. Por otro lado, dado que la LDL se trata para generar perdxido de
hidrogeno después de la adiciéon del segundo reactivo y acto seguido se forma el colorante de quinona, la
absorbancia que refleja la cantidad de LDL presente comienza a aumentar con un retraso de tiempo después de la
adicion del segundo reactivo, y la velocidad de aumento no es tan elevada. Dicho de otro modo, el aumento en la
absorbancia en el segundo paso muestra un aumento bifasico que consiste en el rapido aumento justo después de
iniciar el segundo paso y el aumento moderado. El aumento rapido inicial es el aumento que refleja la cantidad de
lipoproteinas distintas a LDL presentes, y el aumento moderado subsiguiente es el aumento que refleja la cantidad
de LDL presente.

En consecuencia, es conveniente terminar la formacién del colorante de quinona derivado del colesterol en la LDL
en 30 segundos como minimo y 5 minutos como méaximo, después de la adicion del segundo reactivo, de modo que
el colorante de quinona derivado del colesterol en lipoproteinas distintas a LDL, y el colorante de quinona derivado
del colesterol en LDL, podria medirse independientemente para permitir que se cuantifique con exactitud la cantidad
de colesterol presente en la LDL.

El colesterol en las lipoproteinas distintas a LDL puede medirse determinandose el peréxido de hidrogeno generado
a través de las acciones de la esterasa de colesterol y la oxidasa del colesterol en el primer paso. El colesterol en la
LDL puede medirse afadiéndose un surfactante que actie al menos en la LDL en el segundo paso, y
determinandose el peréxido de hidrogeno generado a través de las acciones del surfactante y la esterasa de
colesterol y la oxidasa de colesterol que se han afadido en el primer paso. La determinacion del perdxido de
hidrégeno puede efectuarse mediante un procedimiento en el cual el perdxido de hidrégeno generado, en presencia
de peroxidasa, se convierte en quinona coloreada provocandose la condensacion oxidativa entre 4-aminoantipirina y
un compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico, y midiéndose a una longitud de onda de 400 a 700 nm. En
este momento, cuando el segundo reactivo utilizado en el segundo paso se afade al sistema de medicion, todos los
compuestos reactivos que participan en la formacion del colorante de quinona, es decir, peroxidasa, 4-
aminoantipirina y un compuesto donante de hidrogeno fendlico o anilinico, pasan a contenerse en el sistema de
medicién. De ese modo, el segundo reactivo utilizado en el segundo paso contiene al menos un surfactante que
actua sobre la LDL y contiene los compuestos reactivos que no se contienen en el primer reactivo utilizado en el
primer paso entre, peroxidasa, 4-aminoantipirina y un compuesto donante de hidrégeno (fendlico o anilinico).
Ademas, el segundo reactivo utilizado en el segundo paso pueden contener cualquier solucién tampén, albumina,
esterasa de colesterol y oxidasa de colesterol.

El valor de medicién de la absorbancia del colorante de quinona formado en la reaccién del segundo paso es el valor
en el cual la absorbancia derivada del peroxido de hidrogeno generado en el segundo paso se afiade a la
absorbancia derivada del peréxido de hidrogeno generado por la reaccion en el primer paso, e indica la cantidad de
colesterol presente en todas las lipoproteinas en una muestra bioldgica. La absorbancia obtenida restandose la
absorbancia debida al perdéxido de hidrogeno derivado del primer paso de la absorbancia total, es decir, la
determinacién del peréxido de hidrogeno generado en el segundo paso, indica la cantidad de colesterol presente en
la LDL.

De los compuestos donantes de hidrogeno, ejemplos de compuestos donantes de hidrégeno anilinico incluyen N-(2-
hidroxi-3-sulfopropil)-3,  5-dimetoxianilina (HDAOS), N-etil-N-sulfopropil-3-metoxianilina  (ADPS), N-etil-N-
sulfopropilanilina (ALPS), N-etil-N-sulfopropil-3,5-dimetoxianilina (DAPS), N-sulfopropil-3,5-dimetoxianilina (HDAPS),
N-etil-N-sulfopropil-3, 5-dimetilanilina (MAPS), N-etil-N-sulfopropil-3-metilanilina (TOPS), N-etil-N-(2-hidroxi-3-
sulfopropil)-3-5,-dimetoxianilina  (ADOS), N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)anilina (ALOS), N-etil-N-(2-hidroxi-3-
sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina  (DAOS), N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetilanilina  (MAOS),N-etil-N-(2-
hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanilina (TOOS), N-sulfopropilanilina (HALPS), y similares.

La concentracién de peroxidasa cuando el perdxido de hidrégeno se convierte en colorante de quinona en la
solucion de reaccion del segundo paso es preferentemente de 0,1 a 3,0 IU/mL, la concentracién de 4-aminoantipirina
es preferentemente de 0,3 a 3,0 mmol/L, y la concentracién de compuestos donantes de hidrégeno fendlico o
anilinico es preferentemente de 0,5 a 2,0 mmol/L.

Dado que todos los compuestos reactivos que participan en la formacion del colorante de quinona pasan a
contenerse en el sistema cuando se afade el segundo reactivo en el segundo paso, el peroxido de hidrogeno
generado en el primer paso se convierte en colorante de quinona en una etapa temprana del segundo paso. Al
mismo tiempo, el colesterol en la LDL se somete a tratamiento con el surfactante que se contiene en el segundo
reactivo y actua sobre la LDL y la esterasa de colesterol y la oxidasa de colesterol que se contienen en el sistema de
medicion, para generar peroxido de hidrégeno. Dado que el peréxido de hidrégeno derivado del colesterol en la LDL
se convierte, al mismo tiempo que se forma, en colorante de quinona por la accién de los compuestos reactivos que
participan en la formacion del colorante de quinona, y que se contienen en el sistema de medicion, la cantidad del
colorante de quinona aumenta con el tiempo. En consecuencia, en el segundo paso, la absorbancia aumenta
rapidamente al mismo tiempo que el inicio del segundo paso, y continia aumentado con el tiempo tal como se ilustra

9



10

15

20

25

30

35

40

ES 2396 236 T3

en la Figura 1. En una primera medida, se mide la absorbancia que aumenté rapidamente. En una segunda medida,
se mide la absorbancia que aumentoé con el tiempo. El valor de medicién de la segunda medicion refleja la cantidad
de colesterol total presente, y la diferencia entre el valor de medicidon de la segunda medicién y el valor de medicion
de la primera medicion, refleja la cantidad de colesterol presente en LDL.

El tiempo después de la adicidon del segundo reactivo y antes de la primera medicion, es decir, el tiempo necesario
para la conversion a colorante de quinona del peréxido de hidrogeno generado en el primer paso, es de 0 a 60
segundos, preferentemente dentro de los 30 segundos. Ademas, el tiempo antes de efectuar la primera medicion, es
decir, el tiempo necesario para generar perdxido de hidrogeno de todo el colesterol presente en LDL por las
acciones enzimaticas del segundo paso, y convertir el peréxido de hidrogeno generado en colorante de quinona, es
de 1 a 15 minutos. Cuando la medicién se efectia en dos puntos de la primera medicion y la segunda medicién, y se
obtienen dos valores de medicién, se pueden cuantificar las cantidades de colesterol total y colesterol LDL pueden
cuantificarse mediante el calculo de acuerdo con el proceso de calculo de estos dos valores de medicion.

A continuacién se ilustran las formulas de calculo.

Total cholesterol : AAT jppre— AA Ty

XCTSN
AATSTD“ 4A Tm

LDL cholesterol - 4 Alqlxplt-_ AAL;LK

X CLey
AALgn— ALy, ’

AAT muestra: Cantidad de cambio en la absorbancia determinada restandose la absorbancia debida a unicamente una
muestra y el primer reactivo de la absorbancia obtenida por la medicién 2 de la muestra.

AATsmp: Cantidad de cambio en la absorbancia determinada restandose la absorbancia debida a Uunicamente una
muestra esténdar y el primer reactivo de la absorbancia obtenida por la medicién 2 de la muestra estandar.

AATgk: Cantidad de cambio en la absorbancia determinada restandose la absorbancia debida a unicamente una
muestra y el primer reactivo de la absorbancia obtenida por la medicién 2, cuando se utiliza como muestra agua
salina o purificada.

CTstp: Valor del colesterol total de la muestra estandar.

AALmuestra: Cantidad de cambio en la absorbancia determinada restandose la absorbancia obtenida por la medicion 1
de la muestra de la absorbancia obtenida por la medicion 2 de la muestra.

AALstp: Cantidad de cambio en la absorbancia determinada restandose la absorbancia obtenida por la medicion 1
de la muestra estandar de la absorbancia obtenida por la medicién 2 de la muestra estandar.

AALg k: Cantidad de cambio en la absorbancia determinada restandose la absorbancia obtenida por la medicién 1 de
la absorbancia obtenida por la medicidn 2, cuando se utiliza como muestra agua salina o purificada.

CLstp: Valor del colesterol de la LDL de la muestra estandar.

En el procedimiento de la presente invencion, el recorrido en el cual se trata cada lipoproteina para formar el
colorante de quinona se resume del modo siguiente. Conviene sefalar que lo que aparece a continuacion resume el
proceso (tratamiento) para formar el colorante de quinona, pero no muestra los compuestos reactivos.

Tratamiento de lipoproteinas distintas a LDL

Tratamiento 1A Tratamiento 1B
Lipoproteinas distintas a — Peroxido de — Colorante de
LDL hidrégeno quinona
Surfactante Peroxidasa
Esterasa C 4-aminoantipirina
Oxidasa C Donante de hidrégeno
Tratamiento de la LDL
Tratamiento 2A Tratamiento 2B
LDL — Peroxido de hidrogeno — Colorante de
quinona
Surfactante Peroxidasa
Esterasa C 4-aminoantipirina
Oxidasa C Donante de hidrégeno
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Los compuestos reactivos bajo cada flecha son compuestos reactivos necesarios para cada tratamiento (reaccion),
donde esterasa C indica esterasa de colesterol y oxidasa C indica oxidasa de colesterol.

Entre los tratamientos anteriores, el tratamiento 1A se efectla en el primer paso del procedimiento de la presente
invencion, y el tratamiento 1B, el tratamiento 2A, y el tratamiento 2B se efectdan en el segundo paso. En el segundo
paso, el tratamiento 1B se completa en una etapa temprana del segundo paso, y el tratamiento 2A y el tratamiento
2B se efectuan durante el segundo paso.

El primer paso y el segundo paso se efectian de modo continuo en un recipiente de reaccion, y un analizador
automatico mide automaticamente la cantidad de cambio en la absorbancia en el segundo paso y la absorbancia en
el momento de finalizacién del segundo paso.

El analizador para su uso en el procedimiento de la presente invencion es un analizador automatico que tiene la
funcién de efectuar un procedimiento de analisis simultdneo para multiples elementos, en el cual pueden medirse
simultdneamente varios elementos. El analizador automatico incluye TBA-30R (Toshiba Corporation), BM1250,
1650, y 2250 (JEOL Ltd.) y similares.

Como funcion del analizador para ejecutar un procedimiento de andlisis simultaneo de varios elementos, puede
afnadirse de un primer reactivo a un cuarto reactivo en un recipiente de reaccién, y también el tiempo de reaccion
puede fijarse de 3 a 20 minutos. Ademas, dado que las mediciones fotométricas se efectian varias veces durante el
tiempo de reaccion, es posible fijar diferentes tiempos de medicidn, permitiendo asi diferentes configuraciones de
tiempo para colorimetria y analisis de velocidad, asi como una combinacién del procedimiento de colorimetria y el
procedimiento de velocidad. De igual modo, pueden efectuarse también mediciones simultaneas a diferentes
longitudes de onda. La medicién simultanea de varios elementos de la presente invencién puede realizarse fijando
apropiadamente estas condiciones de medicién para el analisis.

Para que el analizador automatico tenga la funcion de efectuar un procedimiento de analisis simultaneo para varios
elementos, puede utilizarse un analizador disponible comercialmente.

A continuacién se describird un kit para medir el colesterol y el colesterol total en una muestra biolégica al mismo
tiempo. El kit incluye el primer reactivo y el segundo reactivo. El primer reactivo contiene el surfactante que actua al
menos sobre lipoproteinas distintas a LDL, esterasa de colesterol, y oxidasa de colesterol. El primer reactivo puede
contener también los compuestos reactivos que intervienen en la formacion del colorante de quinona, incluidos
peroxidasa, 4-aminoantipirina y el compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico, pero no se contienen al
mismo tiempo todos los de peroxidasa, 4-aminoantipirina y un compuesto donante de hidrégeno fendlico o anilinico.
Mas aun, no se contiene peroxidasa, y se contiene cualquiera de 4-aminoantipirina y un compuesto donante de
hidrogeno fendlico o anilinico De igual modo, el primer reactivo puede contener una solucién tampoén apropiada,
albumina y similares. El segundo reactivo contiene el surfactante que acttia al menos sobre la LDL, y adicionalmente
compuestos reactivos que no se contienen en el primer reactivo entre los compuestos reactivos que participan en la
formacion del colorante de quinona, incluidos peroxidasa, 4-aminoantipirina y un compuesto donante de hidrégeno
fenolico o anilinico. El segundo reactivo puede contener también una solucion tampén apropiada, albumina y
similares. Es posible medir la absorbancia de la quinona coloreada formada por la reaccién de los compuestos
reactivos. El kit contiene también una solucién lipoproteina estandar de concentracién conocida, una solucion
tampon, y similares.

Ejemplos

Aqui en adelante se explica la presente invenciéon mas especificamente basandose en ejemplos. No obstante, la
presente invencion no se limita a los ejemplos descritos a continuacion.

Se prepararon los compuestos reactivos utilizados en el primer paso y el segundo paso (primeros compuestos
reactivos y segundos compuestos reactivos, respectivamente) a fin de tener las composiciones siguientes,
respectivamente. Se prepararon los compuestos reactivos correspondientes a dos sistemas de mediciéon que tienen
diferentes composiciones para el primer reactivo y el segundo reactivo, respectivamente.

Sistema de medicién 1

Primer compuesto reactivo

PIPES solucién tampén, pH 7,0 50 mmol/L
4-aminoantipirina 1,4 mmol/L
Esterasa de colesterol 0,6 IU/mL
Oxidasa de colesterol 0,5 IlU/mL

Surfactante, Emulgen B66 (Kao Corp.)  0,27%
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Segundo compuesto reactivo

PIPES solucién tampén, pH 7,0 50 mmol/L
Surfactante, Polidocanol (Thesit( (Roche Diagnostic Corp.) 1%

TOOS 6 mmol/L

POD (peroxidasa) 6,5 IlU/mL

Sistema de medicion 2

Primer compuesto reactivo

PIPES solucién tampén, pH 7,0 50 mmol/L
TOOS 2 mmol/L

Esterasa de colesterol 0,6 IU/mL
Oxidasa de colesterol 0,5 IU/mL

Surfactante, Emulgen B66 (Kao Corp.)  0,27%

Segundo compuesto reactivo

PIPES solucién tampoén, pH 7,0 50 mmol/L
Surfactante, Polidocanol (Thesit) (Roche Diagnostic Corp). 1%
4-Aminoantipirina 4 mmol/L
POD 6,5 IU/mL

Como productos de control para la evaluacion, se utilizaron un reactivo comercialmente disponible, LDL-EX N
(producto de Denka Seiken Co., Ltd.) y reactivo para el analisis automatico T-CHO (S)N (producto de Denka Seiken
Co., Lid.)

(Muestra)

Se prepararon cincuenta y ocho muestras de suero humano.

Como analizador automatico, se utilizé TBA-30R (producto de Toshiba Corporation).
(Reactivo para el analisis simultaneo de LDL-C y T-CHO (multi-reactivo).
Condiciones de medicién: analisis automatico de multiples elementos.

Después de 300 yL del primer reactivo precalentado a 37 grados C, se mezcl6 con cada muestra de 4uL y se hizo
reaccionar durante 5 minutos a 37 grados C, se afiadieron 100uL del segundo reactivo y se hizo reaccionar otros 5
minutos. Después de la adicion del segundo reactivo, se midié la absorbancia a 600 nm, 30 segundos mas tarde, y 5
minutos después. Se calculo el nivel de colesterol LDL (LDL-C) a partir de la cantidad de cambio en la absorbancia
entre 30 segundos y 5 minutos después de la adicion del segundo reactivo, y se calculd el nivel de colesterol total
(T-CHO) a partir de la cantidad de cambio en la absorbancia después de la adiciéon del segundo reactivo. En este
momento, se midié anticipadamente la cantidad de cambio en la absorbancia debido a la solucion salina
(denominado aqui en adelante “blanco”), y la cantidad de cambio en la absorbancia cuando se utiliz6 como muestra
estandar una muestra de concentracion conocida, y se calculé “la cantidad de cambio en al absorbancia por mg/gL”
a partir de la diferencia de estos dos valores para cada uno de LDL-C y T-CHO. Después, se midi6 la muestra, y se
comparo la cantidad de cambio en la absorbancia obtenida restandose el blanco de la cantidad medida de cambio
en la absorbancia con “la cantidad de cambio en la absorbancia por mg/dL” para calcular las concentraciones de
LDL-C y T-CHO, respectivamente.

En la Figura 2 se ilustra la correlacion entre el valor de mediciéon del colesterol en la LDL medida con LDL-EX N, que
es un producto de control para la evaluacion, y el valor de medicion medido por el procedimiento de la presente
invencién. En la Figura 3 se ilustra la correlacion entre el valor de medicién del colesterol total medido con T-
CHO(S)N, que es producto de control para la evaluacion y el valor de medicion medido por el procedimiento de la
presente invencion. Como se ilustra en las Figuras 2 y 3, mediante la cuantificacién simultanea del presente
procedimiento se han obtenido resultados de medicion similares a cuando LDL-C y T-CHO se midieron cada una de
ellos separadamente.
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REIVINDICACIONES

1.  Procedimiento para cuantificar in vitro el colesterol en la lipoproteina de baja densidad y el colesterol total en
una muestra biolégica mediante una unica medicidon que incluye una serie de tratamientos continuos hasta que
se obtiene una serie de valores de medicién, y que comprende:

un primer paso de tratamiento de las lipoproteinas distintas de lipoproteinas de baja densidad en la muestra
biolégica, en el que se permite que la esterasa de colesterol y la oxidasa de colesterol actien sobre
lipoproteinas distintas a la lipoproteina de baja densidad de la muestra bioldgica en presencia de un
surfactante derivado del 6xido de polialquileno con un valor HLB de un minimo de 13 y un maximo de 15,
que actua sobre lipoproteinas distintas de lipoproteina de baja densidad para generar perdxido de
hidrégeno que no se convierte en un colorante de quinona en el primer paso y se retiene hasta un segundo
paso; y

un segundo paso para convertir el peréxido de hidrégeno obtenido en el primer paso en un colorante de
quinona y tratar la lipoproteina de baja densidad restante con el uso de un surfactante derivado del 6xido de
polialquileno, que actua al menos sobre la lipoproteina de baja densidad y no se utiliza en el primer paso, y
convertir el peréxido de hidrégeno generado en un colorante de quinona,

caracterizado porque se permite que la esterasa de colesterol y la oxidasa de colesterol actien sobre la
lipoproteina de baja densidad de la muestra bioldgica en presencia de un surfactante derivado del éxido de
polialquileno que actua al menos sobre la lipoproteina de baja densidad y no se utiliza en el primer paso
para generar peroxido de hidrégeno, midiéndose el peréxido de hidrégeno generado,

y caracterizado porque se miden simultaneamente las cantidades de colesterol presentes en la lipoproteina
de baja densidad y el colesterol total presentes en la muestra biolégica basdndose en dos valores en los
que la cantidad total de cambio en la absorbancia en el segundo paso sirve como valor de medicion que
refleja la cantidad de colesterol total presente y la cantidad de cambio de absorbancia en relacién con la
cantidad de perdxido de hidrogeno generado en el segundo paso, sirve como valor de medicion que refleja
la cantidad de colesterol presente en la lipoproteina de baja densidad,

en el que un primer reactivo utilizado para el primer paso contiene 4-aminoantipirina o un compuesto
donante de hidrogeno fendlico o anilinico, que es un compuesto reactivo que participa en la formacion del
colorante de quinona, y un segundo reactivo utilizado para el segundo paso, que tiene compuestos
reactivos no contenidos en el primer reactivo entre la 4-amonioantipirona, el compuesto donante de
hidrégeno fendlico o anilinico y la peroxidasa, de modo que el colorante de quinona no se forma en el
primer paso, y se cuantifica el colesterol en la lipoproteina de baja densidad y el colesterol total a partir de la
cantidad de colorante de quinona formado en el segundo paso, mediante una unica medicién que incluye
una serie de tratamientos continuos hasta que se obtiene una serie de valores de medicion.

2.  Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el cambio en la absorbancia del segundo paso

muestra un aumento bifasico en el cual existe un rapido aumento después de afiadir un segundo reactivo y un
aumento moderado posterior; y se mide el colesterol en la lipoproteina de baja densidad a partir de la cantidad
del ultimo cambio moderado en la absorbancia.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque se mide el colesterol total a partir de la

cantidad total de cambio en la absorbancia del segundo paso.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el analisis se efectua

mediante una Unica medicién que incluye una serie de tratamientos continuos hasta que se obtiene una serie
de valores de medicion segun diferentes condiciones de medicién, utilizandose un analizador automatico para
el ensayo quimico clinico.
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Fig. 2
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Fig. 3

T-CHO

y = 1.0178x + 6.7382
R*= 09913

L A 1 1 1

0 50 100 150 200 250

T-CHO(S) N(mg/dL)

17

300



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

