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DESCRIPCION
Ensayo de acetaminofeno
Campo de la invencion
[0001] En general, la presente invencién se refiere a un ensayo para determinar la concentracion de p-

aminofenol presente en una muestra. Mas en particular, la presente invencion se refiere a un ensayo enzimatico
para determinar la concentracion de acetaminofeno presente en una muestra.

Antecedentes de la invencién

[0002] La toxicidad farmacoldgica es una causa principal de insuficiencia hepatica aguda. En la evaluacion de
la insuficiencia hepatica, el laboratorio de andlisis clinicos juega un papel vital en el diagnéstico de modo que pueda
iniciar el tratamiento apropiado de manera oportuna.

[0003] El acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol) se ha prescrito desde hace tiempo como analgésico y
antipirético. Se puede obtener facilmente sin receta y es un componente activo de muchas formulaciones
terapéuticas frecuentes, como remedios para el catarro y la gripe. El uso extendido de este farmaco lo coloca arriba
en la lista de farmacos sospechosos hepatotoxicos en pacientes que presentan disfuncion hepatica.

[0004] Aunque que las dosis terapéuticas de acetaminofeno en raras ocasiones causan efectos adversos, se
han notificado casos en los que el uso excesivo crénico de acetaminofeno producia hepatotoxicidad y nefrotoxicidad.
La ingestion de cantidades sobredosis agudas de acetaminofeno producen una deplecién de las reservas de
glutation y la acumulacién de metabolitos toxicos en el higado, lo que puede causar insuficiencia hepatica severa o
incluso mortal.

[0005] Cuando se ingiere acetaminofeno en cantidades excesivas, se acumula en el higado N-acetil-p-
benzoquinoneimina, un compuesto intermedio altamente reactivo. Este compuesto intermedio reacciona con tioles
en el higado, en concreto, con el glutation. El glutatién se oxida a disulfuro de glutation (GSSG). Los niveles
excesivos de GSSG en el higado causan necrosis. La toxicidad del acetaminofeno generalmente se muestra a
concentraciones séricas por encima de aproximadamente 20 mg/dl (1324 pmoles/l).

[0006] El precursor del glutation, la N-acetilcisteina (NAC), se administra a menudo como antidoto en casos
de sobredosis de acetaminofeno. Aproximadamente el 70% de la NAC administrada se metaboliza en el higado. Se
considera que la NAC funciona como antidoto al menos por los siguientes motivos: es un precursor del glutation, es
un potente antioxidante y aumenta la eficacia de la GSSG reductasa en el higado. Se considera que la
administracion de NAC minimiza o previene el dafio causado por una sobredosis de acetaminofeno, al menos en
parte, recargando las reservas de glutation y evitando la acumulacién de GSSG en el higado.

[0007] A menudo se administra una alta concentracién de NAC en una dosis de carga inicial seguida de
niveles de mantenimiento de NAC durante el transcurso del tratamiento. La dosis de carga puede dar lugar a niveles
séricos de NAC de 2000 mg/l o superiores, y los niveles de mantenimiento estan a menudo entre aproximadamente
800 mg/l y 1000 mg/l. Es deseable controlar los niveles de acetaminofeno durante el transcurso del tratamiento con
NAC para asegurarse de que se mantiene un nivel terapéutico apropiado evitando una exposicion innecesaria o
excesiva a NAC.

[0008] La incidencia de sobredosis accidentales, asi como intencionadas, de acetaminofeno ha aumentado
significativamente. El diagndstico y tratamiento de las sobredosis de acetaminofeno requieren una deteccién precoz
y una determinacion precisa del farmaco en el organismo. La cantidad de acetaminofeno incorporada debe
determinarse rapidamente y de forma precisa de modo que los médicos puedan administrar rapidamente una dosis
terapéutica apropiada de NAC al paciente. Existe una alta demanda de analisis clinicos rapidos, fiables y sélidos
para determinar la concentraciéon de acetaminofeno en muestras biolégicas.

[0009] Entre los procedimientos conocidos para determinar los niveles de acetaminofeno en muestras
bioldgicas se incluyen, por ejemplo, diversas técnicas cromatograficas y espectrofotométricas.

[0010] Se ha comprobado que la cromatografia liquida de gases y la cromatografia liquida de alta resolucion
son procedimientos fiables y precisos para determinar los niveles de acetaminofeno en las muestras biolégicas, no
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obstante, ambos son procedimientos lentos que requiere equipos caros y un alto nivel de experiencia técnica para su
realizacién. Estos procedimientos no se adaptan especialmente a los laboratorios de andlisis de urgencia donde se
necesitan resultados rapidos.

[0011] Se ha utilizado ampliamente la espectrometria diferencial aunque este procedimiento requiere largas
extraccion con el solvente, por lo que no es apropiado para analisis clinicos. Procedimientos espectrofotométricos
mas rapidos no ofrecen, en general, la especificidad deseada.

[0012] Entre las técnicas colorimétricas se incluyen la colorimetria simple asi como ensayos colorimétricos
con enzimas. También hay disponibles diversos ensayos enzimaticos, pero estos tienden a ser significativamente
mas caros y, por tanto, menos adecuados, especialmente en el ambito clinico.

[0013] Aungue los ensayos enzimaticos son mas adecuados y econémicos en comparaciéon con los ensayos
inmunolégicos, generalmente son menos fiables porque tienden a mostrar interferencia con moléculas biolégicas a
menudo presentes en las muestras de los pacientes, como la bilirrubina y la hemoglobina. Niveles elevados de estas
moléculas en las muestras de los pacientes pueden dar lugar a resultados falsos positivos (véase, por ejemplo,
Bertholf y col., 2003), que potencialmente pueden llevar a diagndésticos erroneos y a la eleccion de un tratamiento o
dosis inadecuados.

[0014] Los ensayos enzimaticos conocidos también estan sometidos a interferencia en presencia de niveles
terapéuticos de NAC. Por tanto, generalmente no pueden usarse ensayos enzimaticos para controlar los niveles de
acetaminofeno durante el transcurso del tratamiento con NAC debido a la inexactitud de los niveles de
acetaminofeno medidos. Esta es una desventaja significativa de los ensayos enzimaticos de acetaminofeno
conocidos.

[0015] Los ensayos enzimaticos conocidos emplean tres componentes principales: una enzima aril
acilamidasa, un compuesto cromogénico (o que forma color) y un agente oxidante con suficiente potencial oxidativo
para catalizar la reaccion de conjugacion.

[0016] La aril acilamidasa escinde el enlace amido del acetaminofeno para producir p-aminofenol y acetato. A
continuacion, el p-aminofenol reacciona con el compuesto cromogénico en una reaccion de conjugacion oxidativa en
presencia de un catalizador oxidante para formar un producto coloreado. Entre los catalizadores tipicos se incluyen
sales metalicas o complejos metalicos de especies que tienen oxigeno reactivo o grupos funcionales, como
permanganato, peryodato, persulfato, sulfato o acetato. A continuacién se utiliza el cambio de absorbancia, medido
tipicamente a la longitud de onda que captura la absorbancia del pico del producto colorado para determinar la
concentracion de acetaminofeno en la muestra. Esta puede determinarse comparando los valores de absorbancia
obtenidos con un patrén o conjunto de patrones de concentracion de acetaminofeno conocida y probados por el
mismo procedimiento. La cantidad de moles de producto coloreado formado tipicamente es proporcional a la
cantidad de moles de acetaminofeno inicialmente presente en la muestra.

[0017] Los primeros ensayos enzimaticos de acetaminofeno requerian tiempos de incubaciéon muy largos, a
menos de mas de 1 hora, para cada una de las reacciones de hidrélisis y de conjugacion oxidativa, lo que hacia que
fueran inadecuados para su uso en un ambito de urgencia clinica.

[0018] Hammond vy col. (1984) desarrollaron un ensayo enzimatico rapido para determinar la concentracion
de acetaminofeno en suero usando una aril acilamidasa para hidrolizar el acetaminofeno a p-aminophenol. El p-
aminofenol se hace reaccionar posteriormente con o-cresol en una reaccion de conjugacion oxidativa catalizada por
sulfato de cobre, para formar un colorante indofenol. EI cambio de absorbancia a la longitud de onda maxima del
colorante (615 nm) se usa, a continuacion, para determinar los niveles de acetaminofeno. Aunque este
procedimiento proporciona una deteccion rapida del acetaminofeno, esta sometido a interferencia significativa en
presencia de niveles terapéuticos de NAC y no puede usarse con fiabilidad durante el tratamiento con NAC. Un
procedimiento similar que utiliza o-cresol en presencia de un catalizador oxidante es propenso a mostrar
interferencia con la bilirrubina (Bertholf y col., 2003), lo que lleva a resultados falsos positivos en pacientes
hiperbilirrubinémicos.

[0019] Morris y col. (1990) describen un ensayo enzimatico automatizado para medir el acetaminofeno en
una muestra. Generalmente, los laboratorios clinicos prefieren ensayos automatizados. El procedimiento utiliza una
aril acilamidasa para la hidrélisis del acetaminofeno a p-aminofenol, seguido de conjugacion oxidativa con 8-
hidroxiquinolina en presencia de iones manganeso para formar un producto de color azul. Los reactivos estan
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liofilizados para conferir estabilidad durante la conservacion y deben reconstituirse antes de su uso. Los ensayos
que conllevan un paso de reconstitucion son menos convenientes que los ensayos estables en liquido y son mas
propensos a errores.

[0020] Los ensayos de acetaminofeno conocidos que usan 8-hidroxiquinolina o un derivado de la misma
como un cromoforo esta sometidos a interferencia en presencia de niveles terapéuticos de NAC (es decir,
> 800 mg/l). Los presentes investigadores probaron dos ensayos de acetaminofeno disponibles en el mercado
(Genzyme Diagnostics P.E.l. Inc., PEI, Canada) que contenian acido 8-hidroxiquinolina-5-sulfénico (8-HQ5SA) o
hemisulfato de 8-hidroxiquinolina (8-HQHS) como cromdéforo. Aunque se observaron medidas precisas de
acetaminofeno en ausencia de NAC, se producia una disminucion significativa (es decir, > aproximadamente 10 %)
en la recuperacién de acetaminofeno en presencia de niveles terapéuticos de NAC. Se descubrié que la presencia
de NAC afectaba a la reaccién de conjugacion oxidativa en el ensayo en lugar de a la conversién enzimatica de
acetaminofenol a p-aminofenol. Existia una considerable diferencia de recuperacion entre los ensayos de 8-HQ5SA
y 8-HQHS, siendo el ensayo 8-HQ5SA significativamente mas susceptible a la interferencia con NAC, lo que indica
que incluso una ligera diferencia en la estructura quimica del cromoéforo puede ser crucial para la reaccion de
conjugacion cuando esta presente NAC.

[0021] Chen y col. (2004) describen un ensayo de cuantificacion de p-aminofenol en la orina para evaluar la
exposicion a anilina en el lugar de trabajo. Los niveles de p-aminofenol sirven con marcador biolégico de la toxicidad
por anilina ya que aproximadamente el 15 al 60% de la anilina absorbida se oxida a p-aminofenol in vivo. La orina
debe acidificarse y tratarse previamente para que se libere el p-aminofenol libre de las formas conjugadas
excretadas en la orina. El ensayo incluye una reaccién de conjugacién oxidativa usando 2,5-dimetilfenol (p-xilenol)
como croméforo para formar un producto coloreado. La reaccién de conjugacion es catalizada por el peryodato
sédico, un fuerte oxidante, para formar un producto coloreado. Se especuld que la cuantificacion de los niveles de p-
aminofenol en orina puede ser Util para evaluar la sobredosis de acetaminofeno, aunque esto no se habia estudiado
ni demostrado.

[0022] Afshari y Lui (2001) describen un procedimiento no enzimatico para la cuantificacion de acetaminofeno
en suero. El acetaminofeno no conjugado libre se separa en primer lugar de los agentes de interferencia endégenos
mediante un paso de extraccion seguido de hidrolisis a p-aminofenol usando calor (es decir, calentando durante 10
minutos) y acido. Esta es una reaccion de hidrélisis no selectiva en comparacion con una reaccion enzimatica. La
reaccion de hidrdlisis va seguida de la conjugacién oxidativa del p-aminofenol con 2,5-dimetilfenol (p-xilenol) en
presencia de peryodato sddico, un potente oxidante, para formar un producto coloreado. La necesidad de extraer el
acetaminofeno de la muestra y de hervir las muestras hace que este no sea un procedimiento adecuado en un
ambito de urgencia clinica ni tampoco para automatizacion. Corbett, J.F. (Analytical Chemistry, vol. 47, n.° 2, febrero
de 1975, péaginas 308-313) refiere la aplicacion de reacciones de conjugacion oxidativas al ensayo de p-
fenilenediaminas y fenoles.

[0023] Aunque los ensayos enzimaticos de acetaminofeno son convenientes y mas asequibles que los
ensayos inmunolégicos, muchos laboratorios de analisis clinicos prefieren estos Ultimos ya que no se ven afectados
por la presencia de NAC en la muestra. Es deseable medir de forma fiable los niveles de acetaminofeno durante el
transcurso del tratamiento con NAC. Los ensayos inmunolégicos también son menos susceptibles a la interferencia
en presencia de moléculas biol6égicas, como la bilirrubina y la hemoglobina, a menudo presentes en las muestras de
los pacientes. Puesto que los niveles de bilirrubina y hemoglobina en suero no son predecibles de un paciente a
otro, un ensayo que sea propenso a interferencia con estas moléculas no proporcionara una prueba clinica sélida
que sea fiable para todos los pacientes.

[0024] Por tanto, es deseable proporcionar un ensayo de acetaminofeno rapido que sea preciso y seguro en
presencia o ausencia de NAC, y que sea mas barato que los ensayos enzimaticos convencionales. También es

deseable proporcionar dicho ensayo que también es menos susceptible a interferencia con moléculas biolégicas
presente en las muestras de los pacientes en comparacion con los ensayos conocidos.

Breve descripcion de los dibujos

[0025] Ahora se describiran realizaciones de la invencién, sélo a modo de ejemplo, en referencia a las figuras
que la acompafan, en las que:

En la figura 1 se muestran los resultados de un ensayo de acetaminofeno previo en la técnica realizado en presencia
0 ausencia de niveles terapéuticos de NAC, con éacido 8-hidroxiquinolin-5-sulfénico (8-HQ5SA) como cromoforo,
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donde los resultados demuestran que el 8-HQ5SA muestra interferencia significativa en presencia de niveles
terapéuticos de NAC;

En la figura 2 se muestran los resultados de un ensayo de acetaminofeno realizado como anteriormente en la figura
1 siendo la Unica diferencia que 8-HQ5SA se sustituye por p-xilenol como cromdforo, donde los resultados
demuestran que p-xilenol no se ve relativamente afectado por la presencia de niveles terapéuticos de NAC.

Resumen de la invencién

[0026] La invencién es como se describe en las reivindicaciones adjuntas. En general, la presente invencién
se refiere a un ensayo fiable para la determinacién cuantitativa de p-aminofenol en una muestra. Mas en patrticular,
la presente invencion se refiere a un ensayo enzimatico para la determinacion cuantitativa de acetaminofeno en una
muestra. El ensayo tiene una ventaja sobre la técnica previa porque proporciona resultados precisos vy fiables en
presencia o ausencia de NAC y puede, por tanto, usarse para medir los niveles de acetaminofeno durante el
tratamiento con NAC. En determinadas realizaciones, el ensayo tiene la ventaja adicional de una mejora en el
rendimiento y reduccion de la interferencia con moléculas biolégicas en comparacion con ensayos conocidos.

[0027] Se ha descubierto sorprendentemente que la eleccion de un compuesto de xilenol como croméforo en
una reaccion de conjugacion oxidativa con p-aminofenol tiene como resultado la mejora de la precision y la
reduccion de la interferencia en presencia de NAC en comparacion con otros croméforos conocidos.

[0028] En un aspecto, la presente memoria descriptiva proporciona un procedimiento para determinar la
concentracion de acetaminofeno en una muestra acuosa. El procedimiento comprende los pasos de hidrolizar el
acetaminofeno a p-aminofenol; conjugar de forma oxidativa el p-aminofenol con un croméforo de xilenol en
presencia de un catalizador adecuado para formar un producto coloreado y determinar la cantidad del producto
coloreado formado. La cantidad del producto coloreado formado es proporcional a la cantidad de acetaminofeno
inicialmente presente en la muestra acuosa. El procedimiento es adecuado para su uso en presencia o ausencia de
niveles terapéuticos de N-acetilcisteina (NAC) en la muestra acuosa.

[0029] En otro aspecto, la memoria descriptiva proporciona un ensayo para determinar la concentracion de
acetaminofeno en una muestra acuosa, comprendiendo el ensayo los pasos de: poner en contacto la muestra
acuosa con un primer reactivo (R1) que comprende una enzima aril acilamidasa y un diluyente adecuado para
formar una solucion de hidroélisis y, opcionalmente, diluir la solucion de hidrdlisis; incubar la solucién de hidrélisis
para permitir una reaccion de hidrdlisis en la que el acetaminofeno se convierte en p-aminofenol; poner en contacto
la solucién de hidrdlisis con un segundo reactivo (R2) que contiene un cromoforo de xilenol y un diluyente adecuado
para formar una solucion de conjugacion oxidativa; incubar la solucién de conjugacién oxidativa para permitir una
reaccion de conjugacion oxidativa donde el cromdéforo de xilenol se conjuga con el p-aminofenol en presencia de un
catalizador adecuado para formar un producto coloreado; y determinar la cantidad de producto coloreado formado,
siendo la cantidad de producto coloreado proporciona a la cantidad de acetaminofeno inicialmente presente en la
muestra acuosa, donde el ensayo es adecuado para su uso en presencia 0 ausencia de niveles terapéuticos de N-
acetilcisteina (NAC) en la muestra acuosa.

[0030] En otro aspecto, la memoria descriptiva proporciona un procedimiento para determinar la
concentracion de acetaminofeno en una muestra acuosa, comprendiendo el procedimiento los pasos de: poner en
contacto la muestra con una aril acilamidasa, lo que tiene como resultado la conversion del acetaminofeno de la
muestra en p-aminofenol; conjugar de forma oxidativa el p-aminofenol con un croméforo de xilenol en presencia de
un catalizador para formar un colorante y determinar la concentracion del colorante, donde la cantidad de
acetaminofeno en la muestra original es proporcional a la cantidad de colorante formado.

[0031] En otro aspecto, la memoria descriptiva proporciona un kit para determinar la concentracion de
acetaminofeno en una muestra de sangre, comprendiendo el kit una aril acilamidasa, un xilenol y un catalizador.

[0032] En otro aspecto, la memoria descriptiva proporciona un kit para determinar la concentracion de
acetaminofeno en una muestra acuosa en presencia o ausencia de NAC, comprendiendo el kit: un primer recipiente
que contiene un primer reactivo (R1) que comprende una aril acilamidasa para hidrolizar el acetaminofeno a p-
aminofenol; y un segundo recipiente que contiene un segundo reactivo (R2) que comprende un croméforo de xilenol
para la conjugacion oxidativa al p-aminofenol, donde R1 y R2 ademéas comprende un catalizador adecuado para
catalizar la conjugacién del cromaéforo de xilenol al p-aminofenol.
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Descripcion detallada de la invencién

[0033] En general, la presente invencion se refiere a un ensayo fiable para la determinacién cuantitativa de p-
aminofenol en la muestra. Mas en particular, la presente invencion se refiere a un ensayo enzimatico para la
determinacion cuantitativa de acetaminofeno en una muestra. El ensayo tiene la ventaja sobre la técnica previa de
que proporciona resultados precisos y fiables en presencia o ausencia de NAC. En determinadas realizaciones, el
ensayo tiene la ventaja adicional de reducir la interferencia con moléculas biolégicas en comparacién con ensayos
conocidos.

[0034] Las muestras del ensayo son preferiblemente muestras acuosas, lo que significa que tienen un
componente base acuoso. Entre los ejemplos de muestras acuosas que pueden probarse en el ensayo se incluyen,
sin limitaciones, agua, sangre completa, plasma, suero, linfa, bilis, orina, liquido espinal, esputo, saliva, sudor,
secreciones intestinales y similares. También es posible comprobar preparaciones liquidas de tejidos humanos o
animales como musculo esquelético, corazén, rifién, pulmén, cerebro, médula ésea, piel y similar. Entre los ejemplos
de preparaciones liquidas se incluyen los homogeneizados y sus sobrenadantes.

[0035] En una realizacién, la muestra acuosa de ensayo es plasma, suero u orina. En otra realizacién, la
muestra acuosa es plasma o suero. En una realizacion, la muestra acuosa es suero.

[0036] Aungue se entiende que el ensayo de la actual memoria descriptiva puede realizarse sin el paso inicial
de hidrdlisis, es decir, si el p-aminofenol se mide directamente en una muestra, mas tipicamente, el ensayo se usara
para medir los niveles de acetaminofeno en una muestra y, por tanto, requerira la hidrélisis del acetaminofeno a p-
aminofenol antes de la conjugacién oxidativa del p-aminofenol con el cromoforo seleccionado. Segun la presente
invencion, el cromoforo seleccionado es un croméforo de xilenol. Aunque es posible una reaccion de hidrélisis no
enzimatica, la reaccion preferida es una conversion enzimatica de acetaminofeno en p-aminofenol.

[0037] El ensayo de la presente invencion se realiza tipicamente en dos partes. La primera parte supone la
hidrolisis enzimatica de acetaminofeno en p-aminofenol. La segunda parte supone la conjugacion oxidativa de p-
aminofenol en un croméforo de xilenol en presencia de un catalizador apropiado para formar un producto coloreado.
En algunos casos, el catalizador preferido se selecciona a partir de agentes oxidantes débiles. A continuacion, la
concentracion de acetaminofeno en la muestra puede determinarse, por ejemplo, midiendo el cambio en la
absorbancia a una determinada longitud de onda y comparando el valor obtenido con un patrén o conjunto de
patrones que tienen una concentracion de acetaminofeno conocida.

[0038] En una realizacion, el ensayo es un ensayo en dos partes que se realiza del siguiente modo:

[0039] En la primera parte, una alicuota de la muestra se pone en contacto con un primer reactivo (R1) que
contiene la enzima para formar una solucién de hidrdlisis. Este primer reactivo puede denominarse como el reactivo
enzimatico. La solucion de hidrélisis que contiene la muestra en R1 se mezcla y, opcionalmente, se diluye. En una
realizacion, el paso opcional de dilucién supone una diluciéon 1:1 de R1 con un diluyente adecuado, como agua
desionizada. La solucion se mezcla y la reaccién de hidrdlisis se continla hasta su finalizacion a una temperatura
apropiada que permita la hidrolisis del acetaminofeno de la muestra a p-aminofenol. Se obtiene un valor de
absorbancia a una determinada longitud de onda.

[0040] En la segunda parte, tras finalizar la hidrdlisis, se afiade un segundo reactivo (R2) que contiene el
cromoforo de xilenol a la solucion de hidrdlisis y la mezcla resultante se mezcla brevemente. El segundo reactivo
(R2) puede denominarse como el reactivo cromoforo. La conjugacion oxidativa del croméforo de xilenol con p-
aminofenol requiere la presencia de un catalizador adecuado. En una realizacion, el catalizador para la reaccion de
conjugacion oxidativa es un componente de R1 de modo que el del catalizador y el croméforo no se asocien hasta
que se mezclan R1 y R2. Alternativamente, el catalizador puede ser un componente de R2, o puede afiadirse a la
mezcla de R1 y R2 para que dirija el paso de conjugacién oxidativa. La reaccién de conjugacién oxidativa contindia
hasta su finalizacion a una temperatura apropiada. Tras su finalizacion, se mide la absorbancia a una determinada
longitud de onda y se calcula el cambio en la absorbancia entre la primera y la segunda parte.

[0041] Para determinar la cantidad de acetaminofeno presente inicialmente en la muestra, se compara el
cambio en la absorbancia con respecto a un patrén, o a un conjunto de patrones, preparado mediante el mismo
procedimiento y usando concentraciones conocidas de acetaminofeno. Se tendran en cuenta los factores de
dilucion. Estos calculos son rutinarios para los expertos en la materia.
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[0042] Este ensayo en dos partes es adecuado para su automatizacion ya que no son necesarios pasos de
extraccién o separacion y soélo se utilizan dos reactivos Los pasos de dilucion y mezclado incorporados también
pueden realizarse de forma automatica. Los equipos automaticos para realizar estos ensayos son bien conocidos en
la técnica. Alternativamente, el ensayo puede realizarse de forma manual.

[0043] La enzima preferida para la reaccion de hidrélisis es una enzima aril acilamidasa. Las enzimas aril
acilamidasas calatizan la hidrolisis de anilidas a anilinas, y se identifican con el nimero E.C.3.5.1.13 de la IUB
(Union Internacional de Bioquimica, por sus siglas en inglés). El nimero de registro CAS para esta clase de enzimas
es el 9025-18-7. Las enzimas aril acilamidasas se producen y aislan normalmente a partir de microorganismos,
como bacterias. Se describen ejemplos no limitantes de enzimas aril acilamidasas y procedimientos para su
produccién a partir de microorganismos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. N.° 4.430.433 de Hammond y col.

[0044] Puede usarse cualquier aril acilamidasa adecuada segun la presente invencion siempre que sea
capaz de catalizar de forma eficaz la hidrélisis de acetaminofeno a p-aminofenol en condiciones apropiadas de
reaccion. Un experto en la materia puede optimizar las condiciones de reaccion a la vista de la enzima en particular
seleccionada sin apartarse de la presente invencion.

[0045] La aril acilamidasa puede estar presente en cualquier cantidad adecuada. La aril acilamidasa se
presente preferiblemente en una concentracién suficiente de modo que sustancialmente todo el acetaminofeno
presente en una muestra se convertira en p-aminofenol. En una realizacion, R1 comprende aril acilamidasa a una
concentracion de aproximadamente 10 U/l a aproximadamente 5000 U/, o de aproximadamente 600 U/l a
aproximadamente 1200 U/l o de aproximadamente 800 U/l a aproximadamente 1000 U/l. En una realizacion, R1
comprende aril acilamidasa a una concentracion de aproximadamente 932,7 U/I.

[0046] El solvente o diluyente de R1 puede ser cualquier solvente o diluyente acuoso adecuado que no afecte
negativamente al ensayo. En una realizacion, el solvente o diluyente es agua, preferiblemente agua destilada, agua
desionizada o agua de 6smosis inversa. En una realizacion, el diluyente es agua desionizada. El solvente o diluyente
puede comprende diversos aditivos y componentes.

[0047] Ademas de la aril acilamidasa, R1 puede comprender adicionalmente uno o mas de entre un
catalizador, un cofactor, un solubilizador de proteinas, un estabilizador de proteinas, un estabilizador de enzimas, un
guelante de metales, un tampdn, un agente tensioactivo, un agente para ajustar el pH, un conservante, un diluyente,
un excipiente o similares.

[0048] En una realizacion, R1 comprende el catalizador para la reaccion de conjugacion oxidativa. Cualquier
catalizador adecuado puede utilizarse segun la memoria descriptiva, en cualquier concentracion adecuada, si es
capaz de catalizar suficientemente la reaccién de conjugacion oxidativa. Entre los ejemplos de catalizadores se
incluyen, pero sin limitaciones, permanganatos, peryodatos, persulfatos, acetatos y otras sales metalicas. En un
ejemplo, el catalizador es una sal metalica seleccionada entre FeCls, MnClz2, CuSQOa4, KIO4 0 un derivado de los
mismos. En un ejemplo preferido, el catalizador es un oxidante débil. En una realizacion, el catalizador oxidante débil
es cloruro de manganeso (ll), MnClz. En una realizacion, el catalizador oxidante débil es cloruro de manganeso (l1)
tetrahidratado, MnCl2.4H20.

[0049] En determinadas realizaciones, el catalizador esta presente a una concentracién de aproximadamente
0,0005 g/l a aproximadamente 1,000 g/l, o de aproximadamente 0,005 g/l a aproximadamente 1,000 g/l, o de
aproximadamente 0,010 g/l a aproximadamente 0,100 g/l, o de aproximadamente 0,025 g/l a aproximadamente
0,075 g/l, o de aproximadamente 0,040 g/l a aproximadamente 0,060 g/l. En una realizacion, R1 comprende
MnClz-4H20 como catalizador a una concentracion de aproximadamente 0,0525 g/l. El MnClz-4H20 puede ser Util en
otras funciones mas alla de sus propiedades cataliticas, por ejemplo, se considera que MnClz-4H20 también puede
actuar como estabilizante de enzimas aumentado de este modo la semivida del reactivo enzimatico (R1).

[0050] En una realizacién R1 comprende al menos un estabilizante de proteinas. El estabilizante de proteinas
ayudara a la estabilizacién de la enzima presente en el reactivo, mejorando asi la semivida del reactivo. Puede
utilizarse cualquier estabilizante de proteinas adecuado o una combinacion de los mismos segun la invencion.

[0051] Un estabilizante de proteinas preferido es PVP-40, que puede también servir como solubilizantes de

proteinas en el reactivo. Los presenten inventores han encontrado que PVP-40 puede reducir o eliminar los errores
de medicion del ensayo causados por la presencia de proteinas en el reactivo y puede evitar la precipitacion de las
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proteinas en el reactivo, mejorando de este modo la semivida del reactivo y el rendimiento global del ensayo. En una
realizacién, R1 comprende PVP-40 a una concentracién de aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 10 g/l, o de
aproximadamente 0,5 g/l a aproximadamente 5 g/l o de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 3 g/l. En una
realizacién, R1 comprende PVP-40 a una concentracion de aproximadamente 2 g/l.

[0052] En una realizacion, R1 comprende al menos un estabilizante de proteinas seleccionado entre PVP-40,
fraccion V de la BSA, trehalosa, p-hidroxibenzoato de sodio, acido p-hidroxibenzéico o una combinacion de los
mismos. En una realizacion, el al menos un estabilizante de enzimas comprende una combinacion de PVP-40,
fraccion V de la BSA, trehalosa y p-hidroxibenzoato de sodio o acido p-hidroxibenzoéico. La fraccion V de la BSA
puede estar presente a una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 10 g/l, o de
aproximadamente 0,5 g/l a aproximadamente 5 g/l o de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 2,5 g/l.

[0053] En una realizacion, R1 comprende fraccién V de la BSA a una concentracion de aproximadamente
1g/l. La trehalosa puede estar presente a una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 0,1 g/l a
aproximadamente 10 g/l, o de aproximadamente 0,5 g/l a aproximadamente 5 g/l o de aproximadamente 1 g/l a
aproximadamente 2,5 g/l. En una realizacion, R1 comprende trehalosa a una concentracion de aproximadamente
4,04 g/l. El acido p-hidroxibenzoico o el acido p-hidroxibenzoico pueden estar presentes a una concentracion de, por
ejemplo, aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 10 g/l, o de aproximadamente 0,5 g/l a aproximadamente
5 g/l, o de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 2,5 g/l. En una realizacién, R1 comprende p-hidroxibenzoato
de sodio a una concentracion de aproximadamente 1 g/l. En una realizacién, R1 comprende acido p-hidroxibenzoato
a una concentracion de aproximadamente 1 g/l.

[0054] En una realizacién, R1 comprende aproximadamente 2 g/l de PVP-40; aproximadamente 1 g/l de
fraccion V de BSA,; aproximadamente 4,04 g/l de trehalosa y aproximadamente 1 g/l de acido p-hidroxibenzoico
saédico.

[0055] R1 puede comprender opcionalmente un tampén. Puede utilizarse cualquier tampén adecuado segun
la invencion. Entre los tampones adecuados pueden incluirse, pero sin limitaciones, fosfato, pirofosfato, fosfato
potasico, CAPS (acido N-ciclohexil-3-aminopropano  sulfénico), CAPS/Metaborato, CAPS/Carbonato,
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), acido 2{[tris(hidroximetil)metillamino}-1-etanosulfénico (TES), TRIS/Carbonato,
acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulféonico (HEPES), acido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]propanosulfénico
(EPPES), acido 2-hidroxi-3-{N-[tris(hidroximetil)metillamino}-propanosulfénico (TAPSO) y combinaciones de los
mismos.

[0056] El tampon puede estar presente, por ejemplo, a una concentracion de aproximadamente 1 a 10 g/l, o
de aproximadamente 5 a 8 g/l. En una realizacién, R1 comprende tampén CAPS. En una realizacion, R1 comprende
tampon CAPS a una concentraciéon de aproximadamente 6,4 g/l.

[0057] R1 puede comprender opcionalmente un conservante. Puede utilizarse cualquier conservante
adecuado segln la invencion. Entre los conservantes adecuados se incluyen, pero sin limitaciones, sulfato de
gentamicina, azida soédica y benzoato sédico. En una realizacion, R1 comprende sulfato de gentamicina a una
concentracion de aproximadamente 0,001 g/l a aproximadamente 0,1g/l, o de aproximadamente 0,01 g/l a
aproximadamente 0,05 g/l. En una realizacion, R1 comprende aproximadamente 0,01 g/l de sulfato de gentamicina.
En una realizacién, R1 comprende azida soédica a una concentracion de aproximadamente 0,001 g/l a
aproximadamente 0,1 g/l, o de aproximadamente 0,01 g/l a aproximadamente 0,05 g/l. En una realizacion, R1
comprende aproximadamente 0,05 g/l de azida sodica. En una realizacién, R1 comprende aproximadamente 0,01 g/l
de sulfato de gentamicina y aproximadamente 0,05 g/l de azida so6dica.

[0058] R1 puede comprender opcionalmente un quelante de metales. Puede utilizarse cualquier quelante de
metales adecuado segun la invencion. Entre los quelantes de metales se incluyen, pero sin limitaciones, el EDTA.
En una realizacion, R1 comprende EDTA a una concentracidon de aproximadamente 0,001 g/l a aproximadamente
0,1 g/l, o de aproximadamente 0,01 g/l a aproximadamente 0,05 g/l. En una realizacion, R1 comprende EDTA a una
concentracion de aproximadamente 0,025 g/l.

[0059] R1 puede comprender opcionalmente un agente tensioactivo. Puede utilizarse cualquier agente
tensioactivo adecuado segun la invencion. Entre los ejemplos de agentes tensioactivos se incluyen, pero sin
limitaciones, Brij™-35, Triton™ X-100, Olin-10G™, TX™-102, TX-405™, Zonyl FSN™, TX-100™ y TX-165™.,

[0060] La reaccion de hidrdlisis tiene lugar, preferiblemente, a un pH en el intervalo de aproximadamente 5,9

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2530432713

a aproximadamente 12,0, o de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 9,0, o de aproximadamente 7,5 a
aproximadamente 9,4, preferiblemente de aproximadamente 8 a 9. En una realizacién, el pH es de
aproximadamente 8,6.

[0061] El pH de R1 puede ajustarse mediante cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo,
puede usarse NaOH o cualquier otra base adecuada para aumentar el pH. Para disminuir el pH puede usarse HCI o
cualquier otro acido adecuado. En una realizacion, el pH de R1 se ajusta usando NaOH. En una realizacién, R1
comprende NaOH 2N en una cantidad de aproximadamente 500 pl/l a aproximadamente 1000 pl/l. En una
realizacién, R1 comprende aproximadamente 833 pl/l de NaOH 2N.

[0062] A continuacion, en la tabla 1 se proporciona un ejemplo de formulacién de R1. Segun este ejemplo de
realizacién, R1 puede prepararse mediante la adicion de cada componente, con la excepcion de la enzima y la azida
sédica, a menos del 100% del volumen total de un diluyente adecuado, preferiblemente agua destilada, agua
desionizada o agua de 6ésmosis inversa. A continuacion, el pH se ajusta al intervalo deseado con NaOH, seguido por
la adicion de azida sddica. La enzima se afiade al final. Después, la formulacién se ajusta al 100% del volumen con
el diluyente.

[0063] En una realizaciéon de un ensayo automatizado de la presente invencién, se afiaden 10 pl de muestra
(o control o patrén) a 100 ul de R1 en una cubeta. A continuacion, R1 se somete a una dilucién 1:1 incorporada con
100 ul de agua, preferiblemente agua desionizada, agua destilada o agua de ésmosis inversa y la solucién se
mezcla brevemente. La reaccion de hidrélisis tiene lugar en la cubeta. Los voliumenes pueden ajustarse
dependiendo del tamafio de la cubeta necesaria para un equipo automatico en particular (p. ej, analizador quimico).
En una realizacion, el analizador quimico es un analizador quimico Hitachi 717® (Roche Diagnostics).

[0064] La reaccion de hidrélisis puede realizarse a una temperatura de aproximadamente 10°C a
aproximadamente 60°C, o de aproximadamente 30°C a aproximadamente 50°C, o de aproximadamente 35°C a
aproximadamente 40°C. En una realizacion, la reaccion de hidrélisis tiene lugar a una temperatura de
aproximadamente 37°C.

[0065] Se deja que la reaccion de hidrélisis proceda durante un tiempo suficiente para que se produzca la
hidrolisis de sustancialmente todo el acetaminofeno presente en la muestra (o0 patrén), tipicamente de
aproximadamente entre 2 y 20 minutos o aproximadamente entre 3 y 10 minutos. En una realizacion, la reaccion de
hidrélisis se continua durante aproximadamente 5 minutos. La longitud de la reaccion puede optimizarse a la
temperatura seleccionada ya que, en general, tiempos de reaccion mas largos requieren temperaturas mas bajas.

[0066] Tras completar la reaccion de hidrdlisis y que se ha convertido sustancialmente todo el acetaminofeno
de la muestra (o el patrén) en p-aminofenol, se lleva a cabo el paso de conjugacion oxidativa.

[0067] En una realizacién de un ensayo automatico de la presente invencion, el paso de conjugacion
oxidativa se inicia afiadiendo el segundo reactivo (R2) que contiene el cromdéforo directamente a la cubeta que
contiene la solucion de hidrélisis. Segun la realizacion descrita anteriormente, se afiaden 200 pul de R2 a la solucién
de hidrdlisis y se mezcla brevemente para obtener un volumen final de reaccion de conjugacion oxidante de 410 pl
(10 pl de muestra + 100 pl de R1 + 100 pl de agua + 200 pl de R2) en la cubeta.

[0068] Segun la presente invencion, el cromoforo preferido es un croméforo de xilenol. Los presentes
inventores han descubierto sorprendentemente que la eleccion de un cromoéforo de xilenol en este ensayo reducia
significativamente la interferencia en presencia de NAC. Este sorprendente resultado proporciona una ventaja sobre
ensayos previos en la técnica porque puede recomendarse el uso del presente ensayo durante el tratamiento con
NAC. Los presentes inventores han mostrado medidas de acetaminofeno fiables en presencia de niveles
terapéuticos de NAC de hasta al menos 2000 mg/l, resultado no previamente demostrado en ningln ensayo
enzimatico para acetaminofeno de la técnica previa.

[0069] En un experimento, los presentes inventores también encontraron sorprendentemente que la
sustitucion de un cromoéforo 8-HQ5SA por 2,5-dimetilfenol en un ensayo de acetaminofeno comercial (disponible en
Genzyme Diagnostics P.E.l. Inc., PEI, Canada) daba lugar a una disminucién significativa de la interferencia por
bilirrubina en el ensayo, demostrandose posteriormente que la eleccion del croméforo puede afectar
significativamente a los niveles de interferencia en el ensayo.

[0070] Puede utilizarse cualquier cromd6foro de xilenol adecuado segun la presente invencion, por ejemplo,
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2,5-dimetilfenol, 3,4-dimetilfenol, 2,6-dimetilfenol, 2,4-dimetilfenol, 3,5-dimetilfenol o 2,3-dimetilfenol. Los croméforos
de xilenol preferidos dan lugar a interferencia minima en el ensayo en presencia de niveles terapéuticos de NAC. En
los experimentos, 2,5-dimetilfenol, 2,6-dimetilfenol o 2,3-dimetilenol no mostraron interferencia significativa con
1471 mg/l de NAC en un ensayo de interferencia. En una realizacion, el cromoéforo de xilenol es 2,5-dimetilfenol (p-
xilenol).

[0071] El cromoforo de xilenol puede estar presente durante la reaccion de conjugacion oxidativa a cualquier
concentracion adecuada. No obstante, para calcular con precision la concentracion de acetaminofeno presente en la
muestra inicial, el croméforo deberia estar idealmente a una concentracién molar que coincida, o exceda, la
concentraciéon molar maxima de p-aminofenol en la solucion de hidrdlisis, lo que es proporcional a la cantidad de
acetaminofeno en la muestra inicial.

[0072] En una realizacion, R2 comprende el croméforo de xilenol a una concentracién de aproximadamente
0,075 g/l a aproximadamente 115g/l, o de aproximadamente 25g/l a aproximadamente 20g/l o de
aproximadamente 5 g/l a aproximadamente 10 g/l. En una realizacion, el croméforo de xilenol es 2,5-dimetilfenol y
esta presente en R2 a una concentracion superior a 7,5 g/l.

[0073] Para que la reaccion de conjugacion oxidativa tenga lugar en un marco temporal adecuado, debe
incluirse un catalizador apropiado. El catalizador puede ser un componente de R1 o R2, o puede afiadirse a la
mezcla de R1 y R2. Pueden usarse diversos catalizadores segun la presente memoria descriptiva, como
permanganatos, peryodatos, persulfatos y diversas sales metalicas. En un ejemplo, el catalizador es una sal
metalica como FeCls, MnCl2, CuSOs o KlOs4. En una realizacion, el catalizador comprende MnCl2 anhidro o
hidratado. Sorprendentemente, se encontr6 que el MnClz, un oxidante débil, era especialmente eficaz como
catalizador en el paso de conjugacion oxidativa con p-xilenol en comparacion con otras sales metdlicas probadas.

[0074] Tipicamente, para el paso de conjugacion oxidativa en un ensayo de acetaminofeno, se selecciona un
catalizador con fuerte potencial oxidativo para asegurarse de que se proporciona suficiente energia para realizar la
reaccion de conjugacion hasta su finalizacion. En general, los catalizadores utilizados son sales metalicas de
especies que contienen oxigeno o grupos funcionales reactivos, como peryodato sédico, sulfato de cobre y acetato
de manganeso. Por ejemplo, en ensayos conocidos de acetaminofeno se ha utilizado hidroxiquinolina o sus
derivados catalizados por acetato de manganeso (es decir, Genzyme Diagnostics P.E.I. Inc., PEI, Canadd); o-cresol
catalizador por peryodato (GDS Diagnostics) o sulfato de cobre (Hammond y col., 1984); o p-xilenol catalizado por
peryodato sddico (Afshari y Lui, 2001). Es sabido que estos ensayos de acetaminofeno muestran interferencia. Por
ejemplo, la interferencia en presencia de niveles elevados de bilirrubina en muestras biolégicos daban lugar a
resultados erréneos en estas muestras.

[0075] Los presentes inventores postularon que el uso de un catalizador oxidante fuerte podria ser un factor
que contribuyera a la interferencia con bilirrubina que se observan con ensayos convencionales de acetaminofeno.
Por ejemplo, determinados fabricantes de reactivos han utilizado peryodato para medir la bilirrubina mediante su
destruccion selectiva para formar biliverdina. Se observa un cambio de absorbancia significativo cuando la bilirrubina
se oxida a biliverdina o a productos de oxidacion mas elevada, lo que podria contribuir a la interferencia observada
en los ensayos convencionales. Por tanto, los presentes inventores se proponen determinar si a) un oxidante débil
podria dirigir con éxito una reaccion de conjugacion oxidativa entre un cromoéforo de xilenol, como el 2,5-dimetilfenol
y el p-aminofenol y b) el uso de un oxidante débil podria tener un efecto positivo sobre la interferencia de la
bilirrubina en el ensayo.

[0076] Ahora sorprendentemente se ha demostrado que la elecciéon de un oxidante débil, como MnCl2 como
ejemplo de catalizador que tiene potencial oxidativo bajo en comparacién con el peryodato sodico u otros oxidantes
fuertes que contienen especies de oxigeno reactivo, proporciona energia suficiente para catalizar la union de p-
aminofenol con 2,5-dimetilfenol en la reaccion. Ademas, se demostr6é con éxito que la eleccion de un oxidante débil
como catalizador reduce significativamente la interferencia por bilirrubina en el ensayo, lo cual es un resultado
altamente deseable desde una perspectiva clinica. También se descubrié sorprendentemente que se necesitaba una
concentracion menor de MnClz para conducir la reaccion en comparacion con otros catalizadores probados y se
producia en el ensayo un desarrollo de color mas intenso. El uso de menos catalizador en el reactivo reduce la
posibilidad de que el catalizador reaccione con otros reactivos o con compuestos bioldgicos o quimicos presentes en
las muestras de los pacientes mejorando asi el ensayo.

[0077] Por tanto, la eleccion de un oxidante débil como catalizador puede reducir el potencial del croméforo
de xilenol para oxidarse de forma espontanea y su reactividad con otros componentes presentes en el reactivo del
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ensayo con el tiempo, mejorando de este modo la estabilidad del reactivo y alargando la semivida de los reactivos
estables en liquido. Un experto en la materia sera capaz de distinguir un oxidante fuerte de un oxidante débil y sera
capaz de seleccionar un oxidante débil adecuado para su uso como catalizador segun los ejemplos de la memoria
descriptiva.

[0078] Se ha postulado que la adicion de un antioxidante al reactivo croméforo podria mejorar mas la
estabilidad del color del reactivo con el tiempo. Sorprendentemente, se ha demostrado que la adicién de glutatién
reducido, un componente que normalmente no se encuentra en ensayos cromogénicos, previene de forma eficaz la
aparicion del color en el reactivo croméforo con el tiempo, probablemente debido en parte a la prevenciéon de la
autooxidacion del xilenol, mejorando asi la estabilidad del reactivo. El glutation también funciona como molécula
capturadora y, por tanto, puede eliminar los radicales del reactivo que potencialmente podrian interferir con la
reaccion de conjugacion oxidativa.

[0079] Se realizaron estudios con hidroxilamina, acido 3,3'-tiodipropionico, tiourea o glutation reducido. Se
controld en los reactivos el cambio de color con el tiempo tanto cualitativa como cuantitativamente. La adicion de
glutation reducido al reactivo era lo mas eficaz para prevenir el desarrollo de color con el tiempo.

[0080] Por tanto, R2 puede opcionalmente contener un antioxidante. Puede utilizarse cualquier antioxidante
adecuado segun la presente invenciéon. En una realizacion, R2 comprende un antioxidante a una concentracion de
aproximadamente 0,005 g/l a aproximadamente 5,00 g/l, o de aproximadamente 0,05 g/l a aproximadamente 5 g/l o
de aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 1 g/l. En una realizacién, el antioxidante es glutation. Se prefiere
particularmente el glutation reducido. En una realizacion, R2 comprende glutation reducido a una concentracion de
aproximadamente 0,5 g/l.

[0081] R2 puede contener opcionalmente uno o mas de entre un tampoén, un agente tensioactivo o una
combinacion de ambos. Puede utilizarse cualquier tamp6n o agente tensioactivo adecuado segun la presente
invencion, por ejemplo, aquellos mencionados anteriormente con respecto a la solucién de hidrélisis. La presencia
de un agente tensioactivo en el reactivo puede inhibir la interferencia lipémica en el ensayo especialmente a niveles
bajos de acetaminofeno (es decir, <200 pumolesl/l).

[0082] En una realizacion, R2 comprende TRIS a una concentracion de aproximadamente 10 a 50 g/l o de
aproximadamente 15 a 30g/l, o de aproximadamente 20 a 30g/l. En una realizacion, R2 comprende
aproximadamente 24,2 g/l de TRIS. En una realizacion, R2 comprende carbonato sédico a una concentracion de
aproximadamente 5 a 20g/l, o de aproximadamente 10 a 15g/l. En una realizacion, R2 comprende
aproximadamente 10,6 g/l de carbonato sédico. En una realizacion, R2 comprende aproximadamente 24,2 g/l de
TRIS y aproximadamente 10,6 g/l de carbonato sédico.

[0083] En algunas realizaciones, la reaccion de conjugacion se lleva a cabo a aproximadamente 37°C, con un
pH entre aproximadamente 9 y 12, o entre aproximadamente 9,5y 11,5 o, preferiblemente, entre aproximadamente
10 y 11. En una realizaciéon, el pH es mayor de aproximadamente 10. En una realizacién, el pH es de
aproximadamente 10,8.

[0084] El pH del reactivo puede ajustarse mediante cualquier medio adecuado conocido en la técnica. En una
realizacién, se afiaden lentejas de NaOH a R2 a una concentracion de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente
4 g/l, o de aproximadamente 2 g/l a aproximadamente 3 g/l. En una realizacion, R2 comprende aproximadamente
2,5 g/l de lentejas de NaOH.

[0085] A continuacion, en la tabla 2 se muestra un ejemplo de formulaciéon de R2. Durante la preparacién de
R2 segln este ejemplo de realizacion, se recomienda que se afiadan el glutation y el 2,5-dimetilfenol al final y en
este orden.

[0086] Puede comprobarse el pH del reactivo del ensayo tras su preparacion y puede ajustarse
adicionalmente si es necesario.

[0087] La reaccién de conjugacion oxidativa puede realizarse a una temperatura de aproximadamente 10°C a
aproximadamente 60°C, o de aproximadamente 30°C a aproximadamente 50°C, o de aproximadamente 35°C a
aproximadamente 40°C. En una realizacion preferida, la reaccién de conjugacion oxidativa tiene lugar a una
temperatura de aproximadamente 37°C.
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[0088] Se deja que la reaccién de conjugacion oxidativa proceda durante un tiempo suficiente para que se
produzca la conjugacion del cromoforo de xilenol con sustancialmente todo el p-acetaminofeno presente en la
mezcla de reaccion, tipicamente de aproximadamente entre 2 y 20 minutos o aproximadamente entre 3 y 10
minutos. En una realizacion, la reaccién de conjugacion oxidativa se continua durante aproximadamente 5 minutos.
La longitud de la reaccién puede optimizarse a la temperatura seleccionada ya que, en general, tiempos de reaccion
mas largos requieren temperaturas mas bajas.

[0089] La conjugacion oxidativa del croméforo de xilenol con p-aminofenol tiene como resultado la formacion
de un producto de color azul (es decir, un colorante), que puede detectarse midiendo el cambio de absorbancia de la
mezcla de ensayo a una longitud de onda apropiada. La absorbancia al final de la reaccion de hidrdlisis se resta de
la absorbancia al final de la reaccién de conjugacion oxidativa. La cantidad estequiométrica de acetaminofeno
presente en la muestra original es sustancialmente equivalente a la cantidad estequiométrica de colorante formado.

[0090] La absorbancia del colorante resultante puede medirse a lo largo de un intervalo de longitudes de
onda. La absorbancia maxima del colorante se produce a aproximadamente de 610 a 615 nm. Tipicamente, la
longitud de onda seleccionada para medir en un ensayo colorimétrico es la longitud de onda a la cual se observa el
pico de absorbancia. Si se utiliza un analizador bicromatico, se toma una medida blanco bicromatico a una longitud
de onda alternativa, como de aproximadamente 700 nm a aproximadamente 850 nm, que se resta de la medida
principal para minimizar el ruido de fondo del ensayo. También pueden usarse otros procedimientos conocidos para
minimizar el ruido del fondo del ensayo.

[0091] Los presentes inventores encuentran sorprendentemente que la medicion de la absorbancia a una
longitud de onda fuera del pico (es decir, en el hombro de la curva de absorbancia en lugar de en el pico) disminuye
significativamente la interferencia con las moléculas biolégicos bilirrubina y hemoglobina en el ensayo. Se ha
encontrado que la medicion de la absorbancia a una longitud de onda de aproximadamente 640 nm a
aproximadamente 680 nm, o de aproximadamente 650 nm a aproximadamente 670 nm, preferiblemente de
aproximadamente 660 nm, mejoraba significativamente la precision de la media del acetaminofeno en presencia de
bilirrubina o hemoglobina. La interferencia de bilirrubina y hemoglobina son desventajas frecuentes asociadas con
los ensayos de acetaminofeno conocidos. Por tanto, para minimizar la interferencia en el ensayo, la absorbancia
puede medirse a aproximadamente 660 nm.

[0092] En una realizacion, la absorbancia se mide entre aproximadamente 610 y 665 nm.

[0093] Un experto en la materia apreciard que mientras los componentes y sus proporciones relativas en las
soluciones de reactivos pueden variar sin alejarse de la presente invencion, debe evitarse la presencia de turbidez,
precipitados y otros factores contaminantes, tanto en las soluciones individuales como combinadas. Cuando el
ensayo es un ensayo estable en liquido, debera evaluarse cuidadosamente cualquier alteracion que pudiera afectar
negativamente a la estabilidad de los reactivos o de sus componentes, como la estabilidad de la enzima o el
cromoforo.

[0094] En un ejemplo de realizacion, se lleva a cabo un ensayo de acetaminofeno en dos partes seguin la
presente invencién como se resume brevemente a continuacion.

[0095] La primera parte consta de la adicion de un reactivo enzimatico (R1) a una muestra de suero o plasma
de un paciente en una determinada relacion entre la muestra y el reactivo en una cubeta. En el equipo Hitachi 717,
por ejemplo, el volumen de la muestra es de 10 pl y el volumen de R1 es de 100 pl, con una dilucién in situ de 100 pl
de R1 con agua desionizada para formar una solucién de hidrdlisis. La solucién se incuba a 37°C durante un tiempo
establecida, como 5 minutos, en el analizador automatico. Durante este tiempo, la enzima aril acilamidasa presente
en el reactivo escinde el enlace amida de la molécula de acetaminofeno en la muestra dando lugar a p-aminofenol y
acetato. Las lecturas de absorbancia se controlan a una longitud de onda establecida y a determinados intervalos de
tiempo antes de la introduccion de un reactivo croméforo.

[0096] En la segunda parte, el reactivo croméforo (R2) se introduce a un intervalo de tiempo fijado y un
determinado volumen en la solucién de hidrélisis (muestra + R1, diluido). En el equipo Hitachi 717, por ejemplo, se
introducen 200 pl de R2 y la reaccion se monitoriza a intervalos de tiempo fijados hasta completar el tiempo de
duracion de la prueba. El croméforo de xilenol en R2, preferiblemente 2,5-dimetilfenol, se conjuga oxidativamente a
un pH alcalino, en presencia de catalizador, con el p-aminofenol producido en la primera parte. En una realizacion
preferida, el paso de conjugacion oxidativa se lleva a cabo en presencia de cationes de manganeso. La reaccion
produce un complejo coloreado que tiene un pico de absorcién maxima a aproximadamente 610 nm.
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[0097] El analizador anota la diferencia entre la absorbancia previa a la adicion de R2 y la absorbancia al final
de la reaccion, corregida segun el ruido de fondo. La diferencia de densidad optica en la cantidad de absorbancia
producida en la muestra. El cambio en la absorbancia puede compararse con respecto a una curva patron para
calcular la concentracion de acetaminofeno en la muestra original.

[0098] En una realizacion preferida, la absorbancia se mide a 660 nm para minimizar la interferencia con
determinadas moléculas biologicas en el ensayo.

[0099] Aungue no se desea estar ligado a ninguna teoria en particular, se considera que la concentracion de
acetaminofeno es directamente proporcional a la intensidad de la absorbancia segun el principio conocido como Ley
de Beer-Lambert, A = ecl, donde:

A = absorbancia (a una longitud de onda determinada);

€ = coeficiente de extincién molar (contaste para cada compuesto quimico);

/ = longitud del paso éptico (p. €j. 1.cm)y

¢ = concentracién del soluto.

[0100] Por tanto, la concentracion del soluto (en este caso el acetaminofeno) es directamente proporcional a
la absorbancia ya que el coeficiente de extincion molar y la longitud del paso es constante.

[0101] En una realizacion, las concentraciones en la mezcla de reaccion final son:

1) 227,5 U/l de aril acilamidasa

2) 0,0128 g/l de MnCl2

3) 3,66 g/l de 2,5-dimetilfenol

4) 0,244 g/l de glutation

[0102] El ensayo de la presente invencién puede fabricarse y venderse como un kit de piezas. Los reactivos
del kit pueden ser reactivos en polvo o liofilizados que necesiten reconstitucién. Los procedimientos para obtener
estos reactivos en polvo o liofilizados son conocidos en la técnica. Preferiblemente, los reactivos son reactivos
estables en liquido. Es conveniente utilizar reactivos estables en liquido y son menos propensos a inducir a errores
gue puedan introducirse durante la reconstitucion.

[0103] En un ejemplo, el kit comprende: un recipiente que contiene un reactivo enzimatico (R1), un recipiente

con un reactivo croméforo (R2) y, opcionalmente, indicaciones para llevar a cabo el ensayo. El kit puede contener
ademas un patrén de acetaminofeno e indicaciones para preparar un conjunto de patrones lineales.

Ejemplos
Ejemplo 1
[0104] Ejemplo de reactivos enzimaticos y cromoforos.

Tabla 1. Ejemplo de composicidn con reactivo enzimatico (R1) con agua desionizada como diluyente.

_ Cantidad/100 Conc. en volumen final de 410 pl (10 pl Obje_tivo pri_r]cipal (puede
Componente Cantidad/I u de muestra + 100 pl de R1 +100 pl de servir también para otras
H20 + 200 pl de R2) funciones)
CAPS 6,460g |646 ug 158 ug Tampoén
MnCl2-4H,0 0,0525g 5,25 ug 1,3 ug Catalizador
Fraccion V de BSA |1,000g  |100 pg 24,4 ug Estabilizador de enzimas
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Trehalosa 4,040g |404 ug 98,9 ug Estabilizador de enzimas
Sulfato . de Conservante

gentamicina 0,010 g 1,0 pg 2,44 ug

gc-’)zli((j:room benzoato 1,000g  |100 ug 24,4 ug Estabilizador de enzimas
EDTA 0,025g 2,5 ug 0,61 ug Quelante de metales
PVP-40 2,000g |200 ug 48,8 ug Estabilizador de proteinas
NaOH 2N 833 pl 0,083 ul 0,02 pl Ajuste de pH

Azida sodica 0,050g |5,0 ug 1,2 ug Conservante

Aril acilamidasa 932,7U 0,093 U 0,023 U Enzima

Tabla 2. Ejemplo de composicién de reactivo croméforo (R2) con agua desionizada como diluyente.

Cantidad/200 Conc. en volumen final de 410 pl (10 pl|Objetivo principal (puede

Componente |Cantidad/I | de muestra+ 100 Wl de R1+100 pl de|servir también para otras
W H20 + 200 pl de R2) funciones)

TRIPS 24,200 g |4,840 mg 2,360 mg Tampon

Carbonato Tampon

sodico 10,608 g |2,121 mg 1,061 mg P

Lentejas de Tampon

NaOH 25009 |500 pg 244 pg P

Glutation 0,500g 100 pg 48,8 ug Antioxidantes

2,5- Croméforo

dimetilfenol 7,500g |[1,5mg 732 ug

5 [0105] Los reactivos pueden prepararse en un diluyente adecuado, como agua desionizada.
Ejemplo 2
Realizacién del ensayo en ausencia o presencia de NAC
10
[0106] Se prepar6 un conjunto de patrones que tenian una concentracién conocida de acetaminofeno en

agua desionizada (i.e. 250 pmoles/I, 500 pmoles/l, 1000 pmoles/l, 1500 pmoles/l, 2000 pmoles/I y 2500 umoles/l). Se
afnadié una alicuota de 10 pl de cada patron a 100 pl de R1 en una cubeta del analizador Hitachi 717® (Roche
Diagnostics) seguido de una dilucién in situ con 100 pl de agua desionizada. Cada mezcla se incub6 a 37°C durante

15

5 minutos. Se obtuvo un valor de absorbancia inicial para cada una. A cada cubeta se le afiadié una alicuota de 200

pl de R2. Se dej6 que la reaccion de conjugacion oxidativa se desarrollara durante 5 minutos. Se obtuvo un valor de

absorbancia final. La concentracion de acetaminofeno se calculd en funcién de la diferencia de absorcién a 660 nm

entre la absorbancia final y la inicial, corregida con el ruido de fondo restando la absorciéon a 800 nm. Los resultados
de diversas concentraciones conocidas se muestran a continuacion en la tabla 3.

20

Tabla 3. Concentracion de acetaminofeno medida ena  usencia de NAC usando p-xilenol como croméforo.
[Acetaminofeno] en la muestra (umoles/l)  [[Acetaminofeno] medida (umoles/I) Diferencia %

250 248 -0,8

500 196 -0,8

1000 995 -0,5

1500 1498 -0,1

2000 1987 -0,7

2500 2479 -0,8

[0107] El ensayo mostraba una medida precisa de la concentracion de acetaminofeno a lo largo de un amplio

25 intervalo de concentraciones de acetaminofeno.

[0108]

Para evaluar el rendimiento en presencia de NAC, se obtuvo una solucién madre disolviendo 75 mg de

NAC en 1000 pl de agua desionizada. Esto da lugar a una solucion madre de 75 g/l a 75000 mg/l de NAC
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concentrada.

[0109] Se afiadi6 una alicuota de 2,5 ml de una concentracién conocida de acetaminofeno en agua a un tubo
de ensayo y esta se complementé con 50 ul de la solucion madre de NAC para preparar un conjunto de patrones
complementados con una concentracion ajustada de acetaminofeno (es decir, 245 umoles/l, 490 umoleslI,
980 pmoles/l, 1470 umoles/l, 1960 pmoles/l y 2450 pmoles/l). Cada patrén de acetaminofeno complementado tenia
una concentracion de NAC de 1471 mg/l, que es un valor que podria encontrarse en el suero del paciente durante el
tratamiento con NAC. Las muestras se analizaron antes de una hora de la complementacién ya que NAC se degrada
con el tiempo.

[0110] El ensayo se llevé a cabo como se describe anteriormente. Se afiadié una alicuota de 10 ul de patrén
complementado a 100 pl de R1 en una cubeta del analizador Hitachi 717® seguido de una dilucion in situ. Cada
mezcla se incubd a 37°C durante 5 minutos. Se obtuvo un valor de absorbancia inicial. Se afiadié una alicuota de
200 ul de R2 en las respectivas cubetas. Se dejo que la reaccion de conjugacion oxidativa se desarrollara durante 5
minutos. En funcion de la diferencia de absorciébn a 660 nm, corregida segun el fondo, se calcularon las
concentraciones de acetaminofeno. El procedimiento de comparaciéon se realizd en un aparato Advia® 1650 de
Siemens para comparar un ensayo conocido usando un derivado 8-HQ como cromoéforo. Los resultados de diversas
concentraciones conocidas de acetaminofeno se muestran a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4. Medicién de la concentracion de acetaminofeno en presencia de NAC, usando 8-HQ5SA o p-xilenol como

cromoforo.
[Acetaminofeno] en muestras complementadas|Acetaminofeno] medida/% de diferencia con respecto al valor
(umoles/l) (umoles/l) tedrico
Derivado 8-HQ p-xilenol |Derivado 8-HQ p-xilenol

245 104 257 -57,55 4,90

490 219 505 -55,31 3,06

980 478 1009 -51,22 2,96

1470 718 1506 -51,16 2,45

1960 1019 1993 -48,01 1,68

2450 1302 2481 -46,86 1,27

[0111] El ensayo con p-xilenol como cromdéforo era resistente a la interferencia en presencia de NAC en

comparacién con un ensayo usando un derivado 8-HQ como croméforo. El punto de corte para la interferencia en un
ensayo clinico generalmente es de una diferencia del 10%, preferiblemente menos del 5%.

Ejemplo 3
Comparacion de croméforos de xilenol

[0112] La comparacion de los cromoforos de xilenol se realizé sustituyendo el cromé6foro en la formulacién
R2. Los parametros eran todos los mismos. Se obtuvo una solucion madre del tampon R2 y glutation y, a
continuacion, se dividié en seis lotes. Se diluyeron 7,5 g/l de cada isomero respectivo en cada lote respectivo,
originando asi seis reactivos croméforos «diferentes» con un isémero diferente en cada. R1 se mantuvo constante
por lo que la Unica variable en el analisis era el cromoforo en R2. El reactivo enzimatico (R1) tenia un pH de 8,6 a
25°C, mientras que los seis reactivos isoméricos de xilenol tenian cada uno un pH de 11,5 a 25°C. Los resultados de
los diversos isbmeros conocidos se muestran a continuacion en la tabla 5.

[0113] Los resultados demostraron que 2,5-dimetilfenol, 2,6-dimetilfenol y 2,3-dimetilfenol producian
resultados de linealidad aceptables en presencia de NAC. El mejor rendimiento se observé con 2,5-dimetilfenol y
2,6-dimetilfenol.

Tabla 5. Concentracién de acetaminofeno medida usando diferentes croméforos de xilenol en presencia o0 ausencia

de NAC.
[Acetaminofeno] Dimetilfenol
(umoles/l)
Sin NAC 2,5 3,4 2,6 2,4 3.5 2,3
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250 252 89 251 224 234 254
500 502 273 502 488 476 502
1000 1000 982 999 998 998 1000
1500 1499 2180 1505 1519 1561 1487
2000 1991 3577 1998 2034 2138 1954
2500 2483 5014 2483 2533 2753 2426
[Acetaminofeno]

(umoles/l)

Conjunto

complementa do con
NAC (1471 mg/l)

245 255 34 248 56 138 247
490 505 78 491 141 292 488
980 999 188 985 314 606 961
1470 1481 337 1478 556 945 1413
1960 1947 518 1959 828 1318 1861
2450 2401 738 2440 1108 1706 2304
Ejemplo 4

Evaluacion de 2.5-dimetilfenol en presencia de Intralipid®

[0114] Se llevé a cabo una evaluacion de 2,4-dimetilfenol usando suero complementado con Intralipid® que
contenia una concentracion conocida de acetaminofeno. Se mostré que, a un nivel terapéutico de acetaminofeno
(<200 pumoles/l), el croméforo 2,5-dimetilfenol se recuperaba dentro del limite aceptable de + 10% con 200 mg/dl de
Intralipid®. La prueba se realiz6 en el equipo Advia® 1650 de Siemens.

[0115] En primer lugar, se recogieron 10 ml de suero en un tubo grande de ensayo y se mezclaron. A
continuacion, el suero se complement6 con 2,1 mg de acetaminofeno de grado de reactivo y se mezclé hasta su
disolucién. De la mezcla complementada, se pipeteé una alicuota de 4,75 ml que se coloc6 en un tubo de ensayo
grande marcado como mezcla control. Se pipete6 una segunda alicuota de 4,75 ml que se coloc6 en un segundo
tubo de ensayo grande como mezcal control En la mezcla control, se afiadieron 250 ul de la mezcla y se mezcld
exhaustivamente. En la mezcla de ensayo, se afadieron 250 pl de solucion Intralipid® al 20% y se mezcld
exhaustivamente. Se obtuvo un conjunto de interferencia mezclando el control y las mezclas de ensayo a diversos
niveles, creando de este modo diferentes concentraciones de Intralipid® pero manteniendo la concentracién de
acetaminofeno. El 2,5-dimetilfenol mostré resultados aceptables para al menos 200 mg/dl de Intralipid®.

Ejemplo 5
Rendimiento de diferentes croméforos en presencia de NAC

[0116] Los ensayos de acetaminofeno conocidos que usan 8-hidroxiquinolina o un derivado de la misma
como un cromoéforo se sometieron a interferencia en presencia de niveles terapéuticos de NAC (es decir,
> 800 mg/l). Los presentes investigadores probaron dos ensayos de acetaminofeno disponibles en el mercado
(Genzyme Diagnostics P.E.l. Inc., PEI, Canada) que contenian &cido 8-hidroxiquinolina-5-sulfénico (8-HQ5SA) o
hemisulfato de 8-hidroxiquinolina (8-HQHS) como cromdéforo. Aunque todos proporcionaban medidas precisas de
acetaminofeno en ausencia de NAC, todos mostraron una disminucién significativa (es decir, > 10 %) en la
recuperacion de acetaminofeno en presencia de niveles terapéuticos de NAC. Se descubrié que la presencia de
NAC afectaba a la reaccion de conjugacién oxidativa en el ensayo en lugar de la conversion enzimatica de
acetaminofeno en p-aminofenol. Existia una considerable diferencia de recuperacion entre el ensayo con 8-HQ5SA y
el ensayo con 8-HQHS, siendo el ensayo con 8-HQ5SA mas susceptible a la interferencia con NAC, lo que sugiere
que incluso una ligera diferencia en la estructura quimica del cromoéforo puede ser crucial para la reaccion de
conjugacion cuando se presenta NAC.

[0117] Se realizd6 una comparacion de p-xilenol con &cido 8-hidroxiquinolin-5-sulfénico (8HQ5SA)
sustituyendo el 8HQ5SA de un kit comercial (Genzyme Diagnostics P.E.l. Inc. PEI, Canada) por p-xilenol. Todos los
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demas parametros de los reactivos y los ensayos fueron los mismos. Se llevé a cabo un ensayo manual usando un
patron de acetaminofeno de 1000 pmoles/l. El control se complementdé con agua y la muestra de prueba se
complementé con 1000 mg/l de NAC. La absorbancia se midi6 a través de un espectro de longitudes de onda.

[0118] En la figura 1 se muestran los resultados del ensayo realizado con 8HQ5SA como croméforo y en la
figura 2 se muestran los resultados del p-xilenol. Los resultados indican que el ensayo de p-xilenol no se veia
relativamente afectado por la presencia de NAC; lo que demuestra un ensayo sélido, mientras que el ensayo con
8HQ5SA se veia significativamente afectado por la presencia de NAC.

Ejemplo 6
Las modificaciones de los parametros reduce la interferencia de hemoglobina y bilirrubina

[0119] La interferencia de hemoglobina es una desventaja de los ensayos de acetaminofeno conocidos. Se
llevé a cabo un barrido con Ultrospec™ 3300 de una muestra de acetaminofeno a 100 pmoles/l complementada con
1000 mg/dl de hemoglobina y se produjo una observacion interesante. EI cambio de OD entre una muestra de
acetaminofeno de 100 umoles/l y la muestra de hemoglobina de 100 pumoles/I + 1000 mg/dl era mucho mayor a
600 nm que a 660 nm, valor que estaba en el hombro del pico de absorbancia proporcionando ain un buen cambio
de DO entre las longitudes de ondas primaria y secundaria. Por tanto, se realizé un ensayo adicional usando 660 nm
como longitud de onda primaria y manteniendo 800 nm como la longitud de onda secundaria.

[0120] Los resultados demostraron que el cambio de la longitud de onda primaria de 600 a 660 nm reducia
significativamente la interferencia en presencia tanto de hemoglobina como de bilirrubina en el ensayo. El analisis se
realizé en ambos equipos Hitachi 717 y el Advia® 1650 de Siemens. El suero se complementé con acetaminofeno a
una concentracion fijada y, a continuacion, con el material de interferencia a concentraciones variables. El ensayo
modificado mostré niveles aceptables de interferencia (es decir, < 10%) en presencia de NAC, bilirrubina y
hemoglobina.

Ejemplo 7

Efecto del croméforo sobre la interferencia de bilirrubina

[0121] Se realiz6 un estudio de interferencia de bilirrubina en el que todos los reactivos utilizados en el
ensayo de acetaminofeno eran idénticos, a excepcion del cromoéforo. Las muestras ensayadas contenian
aproximadamente 100 pmoles/l o 330 pmoles/l de acetaminofeno. Los cromoéforos analizados fueron 8-HQS5SA y p-

xilenol. Las reacciones se analizaron en un equipo Advia® 1650 de Siemens.

Tabla. 6. Interferencia de la bilirrubina a aproximadamente 100 pumoles/| de acetanimofeno

Derivado 8-HQ p-xilenol
Conc. de|Conc. medida de|Diferencia con respecto|Conc. medida de|Diferencia con respeto
bilirrubina acetaminofeno al valor controljacetaminofeno al valor control
(mg/dl) (umolesl/l) (umolesl/l) (umolesl/l) (umolesl/l)
0 102 (control) (conjunto) 105 (control) (conjunto)
4 117 15 97 -8
8 131 29 98 -7
16 158 56 102 -3
24 186 84 103 -2
32 212 110 104 -1
40 237 135 104 -1
Tabla. 7. Interferencia de la bilirrubina a aproximadamente 330 pmoles/| de acetaminofeno

Derivado 8-HQ p-xilenol
Conc. Conc. medida de|Diferencia con respecto|Conc. medida|Diferencia con respecto
bilirrubina acetaminofeno (umoles/l)[al valor control (umoles/l)[acetaminofeno al valor control (umoles/I)
(mg/dl) (umolesl/l)
0 316 (control) (conjunto) 324 (control) (conjunto)
4 330 14 318 -6
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8 341 25 320 -4
16 368 52 322 -2
24 392 76 324 0
32 415 99 324 0
40 438 122 326 2
[0122] Los resultados demuestran que la eleccién del cromoéforo puede afectar significativamente a la

interferencia de la bilirrubina sobre el ensayo. El ensayo en el que se utilizé p-xilenol era significativamente mas
resistente a la interferencia de bilirrubina.

[0123] Se pretende que las realizaciones de la invencion descrita anteriormente sean solo un ejemplo. Las
alteraciones, modificaciones y variaciones pueden ser realizadas en las reacciones en particular por expertos en la
materia sin alejarse del objetivo de la invencién, por lo que se define exclusivamente por la en las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar la concentracién de acetaminofeno en una muestra, comprendiendo
el procedimiento los pasos de:

hidrolizar el acetaminofeno para formar p-aminofenaol;

conjugar de forma oxidativa el p-aminofenol a un croméforo de xilenol usando un segundo reactivo (R2) que
comprende el cromoforo xilenol en presencia de un catalizador adecuado para formar un producto coloreado y

determinar la cantidad del producto coloreado formado, siendo la cantidad del producto coloreado proporcional a la
cantidad de acetaminofeno inicialmente presente en la muestra,

en el que el paso de hidrélisis del acetaminofeno a p-aminofenol comprende poner en contacto el acetaminofeno con
un primer reactivo (R1) que comprende una aril acilamidasa, y

en el que el catalizador es MnClz.anhidro o hidratado.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el croméforo de xilenol se selecciona a partir del
grupo compuesto por 2,5-dimetilfenol, 2,6-dimetilfenol y 2,3-dimetilfenol.

3. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el croméforo de xilenol es
2,5-dimetilfenol.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra es una muestra
acuosa, preferiblemente suero o plasma.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que R1 comprende aril
acilamidasa a una concentracion de aproximadamente 10 U/l a aproximadamente 5000 U/I.
6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el catalizador esta

presente en R1 a una concentracion de aproximadamente 0,0005 g/l a aproximadamente 1,000 g/I.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que R2 comprende 2,5-
dimetilfenol a una concentracion de aproximadamente 0,075 g/l a aproximadamente 115 g/l y/o en el que el
catalizador es MnCl..4H20 y estd presente en R1 en una concentracion de aproximadamente 2,5g/l a
aproximadamente 20 g/I.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que R2 ademas
comprende glutation reducido a una concentracion de aproximadamente 0,005 g/l a aproximadamente 5,000 g/l.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que R1 ademas
comprende uno 0 mas de entre un solubilizador de proteinas, un estabilizador de proteinas, un estabilizador de
enzimas, un quelante de metales, un tampon, un agente tensioactivo, un agente para ajustar el pH, un conservante o
un excipiente.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el estabilizador de enzimas se selecciona a partir del
grupo compuesto por PVP-40, fraccion V de la BSA, trehalosa, p-hidroxibenzoato sédico, acido p-hidroxibenzoico y
combinaciones de los mismos.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el R2 ademas comprende
uno o mas de entre un tampoén, un agente tensioactivo, un agente para ajustar el pH, un conservante, un
antioxidante o un excipiente.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que R1 ademas
comprende un diluyente y el diluyente es agua desionizada, y la solucién de hidrdlisis se diluye aproximadamente
1:1 con el diluyente antes de la reaccion de hidrolisis

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que R1 comprende
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aproximadamente 932,7 U/l de aril acilamidasa y aproximadamente 0,0525 g/l de MnCl2.4H20; y en el que R2
comprende aproximadamente 7,5 g/l de 2,5-dimetilfenol y aproximadamente 0,500 g/l de glutatién reducido.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que cada una de las
reacciones de hidrélisis y conjugacién oxidativa se produce a una temperatura de aproximadamente 37°C durante
aproximadamente 3 a 10 minutos, y en el que la reaccion de hidrdlisis se produce a un pH de aproximadamente 8,6
y la reaccién de conjugacion oxidativa se produce a un pH de aproximadamente 10,8.

15. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la concentracion de
acetaminofeno se determina obteniendo la diferencia en la absorbancia al final de la reaccion de hidrdlisis y al final
de la reaccién de conjugacién oxidativa; y comparando la diferencia frente a un patrén o conjunto de patrones, en el
que la absorbancia se mide a una longitud de onda de aproximadamente 610 nm y 665 nm.

16. El procedimiento de la reivindicacion 15, en el que la absorbancia se mide a una longitud de onda de
aproximadamente 660 nm.

17. Un kit para determinar la concentracion de acetaminofeno en una muestra, comprendiendo el kit:

un primer recipiente que contiene un primer reactivo (R1); y

un segundo recipiente que contiene un segundo reactivo (R2), en el que R1 es como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1, 5, 6, 9, 10, 13 0 14; y R2 es como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3,

7,8,11013.

18. Un kit segln la reivindicacion 17 que ademas comprende instrucciones para realizar un procedimiento
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 14 a 16.
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Efecto de NAC sobre el acido 8-hidroxiquinilina-5-sulfénico
después de 10 minutos

Valor de DO
oBBEBEE

475 80 55 59 55 600 65 60 675
Longitud de onda (nm)

400 45 48

—+—sin NAC —s—con NAC

FIG. 1
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Efecto de NAC sobre el p-xilenol después de 10 minutos

Valor de DO

40 45 40 445 50 525 5D 55 600 &5 &0 65

Longitud de onda (nm)

—4—sin NAC—s—con NAC

FIG. 2
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