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DESCRIPCION

Determinacion de sarcosina utilizando sarcosina oxidasa y peroxidasa de rdbano picante
unidas a nanoparticulas de Fe,O5/AU mediante quitosano

Campo de la invencion

La presente invencién guarda relacién con un método de unién de las enzimas de sarcosina
oxidasa y de peroxidasa de rabano picante a nanoparticulas de Fe,Os/Au mediante quitosano
para la determinacion cualitativa y cuantitativa de la sarcosina en una muestra bioldgica o
ambiental con la evaluacion de una reaccion en una solucion o sobre una tira de diagnéstico.

Antecedentes de la invencién

En el siglo XXI, se han realizado grandes esfuerzos para conseguir un diagnéstico especifico,
sencillo y rapido de sarcosina como un marcador y su determinacién sencilla y fiable bajo
condiciones normales de laboratorios clinicos. Un aumento significativo en los diagnosticos
permite un desarrollo rapido de las nanotecnologias y, sobre todo, su uso en la asistencia
sanitaria. Se han propuesto varios enfoques tecnol6gicos diferentes que han permitido mejorar
y ampliar métodos y procedimientos de diagnostico. Un grupo importante se compone de
nanoparticulas de hierro que muestran propiedades magnéticas (las cuales frecuentemente se
denominan SPIONs: nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas) [1,2]. Basandose
en el hecho de que algunos grupos de quimicos o de nanomateriales, tales como las
nanoparticulas de oro (AuNPs), pueden mostrar una actividad enzimatica (también de
peroxidasa), estas particulas han pasado a un primer plano de la investigacién. Se descubri
que las nanoparticulas de paladio tienen una actividad de peroxidasa mayor que la de la
peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus siglas en inglés). Estas nanoparticulas y la
sarcosina oxidasa se utilizaron en ensayos colorimétricos para la determinacién de sarcosina
en muestras de orina de carcinoma prostatico [17]. Las nanoparticulas de oro (AuNPs) se han
utilizado durante mucho tiempo como una herramienta idénea para experimentos moleculares y
biologicos. Las particulas se pueden modificar por una variedad de biomoléculas (acidos
nucleicos, proteinas, aminoacidos, etc.). Las nanoparticulas se pueden modificar, por ejemplo,
mediante quitosano, el cual preferiblemente puede servir para inmovilizar enzimas o encapsular
farmacos a modo de un portador, tal y como se describe en la invencion CN106265597.
También se aborda un medio medicinal basado en quitosano a modo de una estructura de
soporte en el documento de patente europeo EP 2792375. Las microparticulas magnéticas
recubiertas en quitosano para la inmovilizacion de enzimas se presentaron en el expediente
CN105695442. El documento de patente europeo EP 2995627 guarda relacion con la sintesis
de los sistemas de portadores de gen de nanoparticulas basadas en quitosano. El documento
CN102703418 presenta un método de preparacion de microparticulas de quitosano magnéticas
a modo de un portador con peroxidasa de rdbano picante unida para el uso necesario de esta
enzima. Las nanoparticulas magnéticas se pueden modificar mediante un polimero y en
complejo con nanoparticulas de oro crean un soporte de enzima como el que se describe en la
publicacién [18], donde la enzima de peroxidasa de rabano picante se unié al complejo de
FesO4/carboximetilquitosano/nanooro. La enzima unida de esta manera mostré una actividad
mayor que la enzima libre. En varios estudios cientificos, se ha mostrado que el aminoacido
sarcosina esta involucrado en el metabolismo de los aminoacidos y en los procesos de
metilacion. El nivel de sarcosina en orina en pacientes diagnosticados con cancer de prostata
es elevado [3-9]. Para detectar la sarcosina, se ha descrito en publicaciones cientificas [10], asi
como en expedientes de pacientes [11-13], la deteccién enzimatica utilizando sarcosina
oxidasa. El documento [13] establece un método de determinacién de sarcosina en una
muestra bioldgica utilizando una tira de diagnéstico con nanoparticulas de oro conjugadas con
un anticuerpo antisarcosina especifico. Las propias nanoparticulas tienen una actividad de
peroxidasa. La sarcosina oxidasa es una enzima que hace que la sarcosina se adhiera a la
glicina, al formaldehido y al peréxido de hidrogeno [14]. El peroxido de hidrégeno que se forma
se utiliza en reacciones quimicas posteriores. Los cambios resultantes se observan como
interacciones con un sustrato idéneo, tal como el 3,3'5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) y otros [15].
En los dltimos cinco afios, ha aumentado el interés por usar una prueba sencilla de sarcosina
en una muestra biolégica (principalmente orina o suero). Algunas técnicas analiticas conocidas
que se utilizan frecuentemente, tales como la HPLC, los sistemas de microfluidos, la
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espectrofotometria o los detectores de peso, son sensibles, pero consumen mucho tiempo y
necesitan una preparacion de muestra complicada.

Hasta ahora no se ha desarrollado una prueba que no consuma tanto tiempo utilizando
enzimas inmovilizadas, que se modifique para la determinacion rutinaria de la sarcosina en un
entorno doméstico y que sea lo suficientemente sensible para dar un diagndstico precoz de un
aumento de la cantidad de sarcosina en un cuerpo, lo cual se asocia, entre otras cosas, al
cancer.
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Resumen de las imagenes

Figura 1: Esquema simplificado de las nanoparticulas de oro magnéticas preparadas (Fe,O5/Au
NPs); CHITO = quitosano; SOX = sarcosina oxidasa; HRP = peroxidasa de rdbano picante.

Fe,Os/Au NPs con una superficie modificada con acido citrico;
Fe,Os/Au/CHITO NPs;

Fe,O3/Au/CHITO/SOX/NPs;

Fe,O3/Au/CHITO/SOX/HRP NPs.

—_ - —
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Figura 2: Caracteristicas biofisicas de las nanoparticulas SPION que se utilizaron en una
cantidad de 40 mg/ml en una solucién de fosfato de 50mM con un pH de 8,0. La medicién se
realizé en una cubeta de 100 ul UV. (A) Espectro tipico de las nanoparticulas de Fe,Os/Au NPs
(40 mg/ml); (B) Fe,Os/AU/CHITO NPs; (C) Fe,Oz/AU/CHITO/SOX NPs; (D)
Fe,O5/AU/CHITO/SOX/HRP NPs; el espectro tipico de una actividad de pseudoperoxidasa de
las nanoparticulas utilizadas y la distribucién del tamafno (el tamafo de las nanoparticulas
puede ser de 20 a 30 nm de media) se muestran en los recuadros. Las nanoparticulas se
modificaron: 8 kU/I SOX, 5 kU/I HRP.

Figura 3: Prueba de las propiedades funcionales de los tipos individuales de particulas:
columna 1 - Fe,Os3/Au NPs; columna 2 - Fe,Os/Au/CHITO NPs; columna 3 -
Fe,Os/Au/CHITO/SOX NPs; columna 4 - Fe,O3/Au/CHITO/SOX/HRP NPs; concentracién de
TMB de 5 mM, 30% de peréxido de hidrégeno, tampon de acetato con un pH de 4,0,
concentracion de 0,5 M.
Linea A — una actividad de peroxidasa de tipos individuales de particulas que dependen de su
cantidad (pH 8,0); linea B — una linea temporal de la reaccién de la peroxidasa de los tipos
individuales de particulas en concentraciones de 0 a 40 mg/ml; serie C — una linea temporal de
la reaccion de la peroxidasa (de 0 a 30 minutos) de cada tipo de particula a 40 mg/ml (una
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curva con diamantes), a 20 mg/ml (una curva con cuadrados), a 10 mg/ml (una curva con
triangulos), a 5 mg/ml (una curva con cruces), a 2,5 mg/ml (una curva con estrellas), a 1,25
mg/ml (una curva con puntos); a 0,63 mg/ml (una curva con una suma), a 0,31 mg/ml (una
curva casi horizontal cerca de la curva con cuadrados), a 0,16 mg/ml (cerca de la curva casi
horizontal con cuadrados), a 0,08 mg/ml (muy cerca de una curva casi horizontal con
cuadrados), y a 0 mg/ml (una curva casi horizontal con cuadrados); linea D — una intensidad de
sefal de la reaccidon de peroxidasa de tipos individuales de particulas dependiendo de su
cantidad (de 0 a 40 mg/ml).

Figura 4: Actividad de peroxidasa de Fe,O3/AU/CHITO/SOX NPs.

(A)Evolucion de la reacciébn en tiempo: en un pocillo llano, habia 10 u de
Fe,O3/AU/CHITO/SOX NPs en 50 mM de la solucién de fosfato con un pH de 8,0 y 0,5 mg/ml
de sarcosina; las sefales individuales representaban las medidas en intervalos de 15 minutos,
el ultimo registro fue en el minuto 180. (B) Dependencia de temperatura: una actividad de
sarcosina oxidasa que depende de la temperatura de incubacién. La mezcla contenia: 10 ug/ml
de SOX; la temperatura se establecid enel termobloque durante 30 minutos, y se midié sobre
una placa de poliestireno; escaneo de 300 a 700 nm; solamente la solucién de fosfato estaba a
cero. La muestra se preparé: 25 ul de sarcosina (1 mg/ml) a 125 ul de mezcla de reaccion
(AAP, fenol, HRP, en una solucién de fosfato con un pH de 8,0). (C) Dependencia del tiempo
del curso de la reaccidon. (D) Determinacion de una actividad de SOX que depende de la
concentracién de sarcosina. (E) Dependencia de absorbancia sobre la concentracion de la
sarcosina utilizada.

Figura 5: Actividad de peroxidasa de Fe,Os/AU/CHITO/SOX NPs de 5 a 50 ul de particulas en
una concentracién de 0 a 100 ug/ml de sarcosina en la muestra. Las sefiales individuales
representan las medidas en un intervalo de 15 minutos; el Gltimo registro es el del minuto 180.
Las medidas se realizaron a una temperatura de 25°C durante 3 horas. A) 50 ul de particulas
en el pocillo; B) Calibracion con 50 ul de particulas en el pocillo; C) 40 ul de particulas en el
pocillo; D) Calibracién con 40 ul de particulas en el pocillo; E) 30 ul de particulas en el pocillo;
F) Calibracién con 30 ul de particulas en el pocillo; G) 20 ul de particulas en el pocillo; H)
Calibracién con 20 ul de particulas en el pocillo; I) 10 w de particulas en el pocillo; J)
Calibracion con 10 pl de particulas en el pocillo; K) 5 ul de particulas en el pocillo; L)
Calibracién con 5 pl de particulas en el pocillo.

Figura 6: Prueba de toxicidad de tipos individuales de nanoparticulas sobre el modelo celular
eucariético y procariotico.

Serie 1 - Fe,O3/Au NPs; Serie 2 - Fe,O3/Au/CHITO NPs; Serie 3 - Fe,O3/Au/CHITO/SOX NPs;
Serie 4 - Fe,O3/Au/CHITO/SOX/HRP NPs; Columna A — S. cerevisiae; Columna B — E.
Coli;Columna C — S. aureus.

Todas las nanoparticulas se probaron en las siguientes concentraciones: 0, 0,08, 0,16, 0,31,
0,63, 1,25, 2,5, 5 y 10 mg/ml (estos datos se corresponden con las curvas individuales, donde
la curva mas baja se corresponde con la concentracibn mas alta). Los valores ICs, se
determinaron de la curva de crecimiento en un periodo de tiempo de 12 h desde la inoculacién
primaria (inicial para todos los organismos de DO de 0,1).

La figura 7: Tira de diagnéstico de Fe;O3/AU/CHITO/SOX/HRP NPs.

(A) Disefio esquemdtico de la tira de diagnéstico con zonas individuales:
A) Ancho 0,4 cm, B — Longitud 6,0 cm; V — zona de muestra de 1,5cm de largo con
nanoparticulas modificadas sobre una malla de fibra de vidrio; D — zona de reaccion -
2cm para la adhesion de la malla de fibra de vidrio de 5,0 cm de largo (TOPS, AAP); E
— zona de deteccion de 2,0 cm de largo — papel de filtro; F — zona final de 0,5 cm de
largo —cera; G — la malla de fibra de vidrio (zona de reaccion D) excede en 0,5 cm el
extremo de la tira con la zona de muestra V (malla de fibra de refuerzo) y en 0,5 cm la
zona de deteccién E.
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(B) La tira de diagndstico con nanoparticulas aplicadas en un disefio real antes de la
prueba.

(C) La disposicién de la prueba real con una solucion de desarrollo, a la que se agrega la
muestra de la prueba del fluido biolégico y se sumerge la seccién de la zona de
muestra de la tira de diagndstico.

Resumen de la invencion

El quitosano, u otros agentes de polimerizacién idoneos, tiene la capacidad de inmovilizar las
enzimas utilizando tripolifosfato (TPP) e iones de zinc. Un método en el que las enzimas de
sarcosina oxidasa y de peroxidasa de rabano picante estan unidas a las nanoparticulas de
Fe,Os/Au con una actividad de peroxidasa utilizando quitosano y tripolifosfato resuelve el
inconveniente mencionado anteriormente de la determinacion de sarcosina en la muestra
biolégica.

Este método para unir enzimas bajo condiciones especificas transmite propiedades especificas
a las nanoparticulas de Fe,Os/Au, lo que permite detectar la sarcosina en una muestra
bioldgica en una cantidad de 1 a 100 pug/ml en funcién de la reaccion en la solucion o utilizando
una tira de diagndstico.

Un método de union de enzimas de sarcosina oxidasa y de peroxidasa de rabano picante a
nanoparticulas de Fe,Os/Au utilizando quitosano de conformidad con la invencion se
caracteriza en que, en una cantidad de 20 a 60 mg, a las nanoparticulas de Fe,Os/Au se
agrega lo siguiente: quitosano en una concentracién de 4 a 12 mg/ml en la solucion de acido
acético al 1%; la solucién de unién de 70 a 500 pl en volumen que contiene sarcosina oxidasa
con una actividad de 1 a 45 kU/I; peroxidasa de rabano picante con una actividad de 15 a 35
kU/I en una solucién de fosfato en una concentracién de 40 a 60 mM y con un pH de 8,0; y
tripolifosfato (TPP) en una concentracion de 1,7 a 3,2 mM en un ambiente de acido acético al
1% con un pH de 4. Las nanoparticulas de Fe,Os/Au con la adicion de quitosano, de la solucién
de unién y del tripolifosfato se incuban posteriormente durante 60 minutos a temperatura
ambiente y se agitd constantemente; esto va acompanado de la produccion de las
nanoparticulas de Fe,Os/Au modificadas con un tamano de 20 a 60 nm, las cuales se
almacenan a oscuras a una temperatura de 5 a 10°C. Las nanoparticulas de Fe,Os/Au
modificadas que se producen se pueden liofilizar preferiblemente durante 5 horas a una
temperatura de -50°C y a una presién de 3 mbar.

El sujeto de la invencion también incluye el uso de nanoparticulas de Fe,Os/Au con enzimas
unidas producidas por el método mencionado anteriormente de conformidad con la invencion
para la determinacién cualitativa y cuantitativa de sarcosina en una cantidad de 1 a 100 pg/ml
en una muestra biolégica.

El sujeto de la invencién también incluye el método de determinacién cualitativa y cuantitativa
de sarcosina en una cantidad de 1 a 100 pg/l en una muestra biolégica utilizando las
nanoparticulas de Fe,Os/Au con enzimas unidas por el método de conformidad con la
invencion, caracterizado en que la solucién de sustrato de reaccién que contiene 4-amino-2,3-
dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona (AAP), sal de sodio de 4&cido 3-(N-etil-3-metilanilina)
propanesulfonico (TOPS),fenol y la muestra se afiaden a las nanoparticulas modificadas de oro
en una concentraciéon de 0,1 a 0,5 mg/ml en la solucién de fosfato en 40 a 60 mM con un pH de
0,8. La concentracion de 4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona es de 0,1 a 5 mM; la
concentracién de sal de sodio de acido 3-(N-etil-3-metilanilina) propanesulfénico es de 0,1 a 4
mM; y la concentracion del fenol es de 1 a 25 mM en el volumen total de la mezcla de reaccion
con la muestra, y la proporcion de volumen de la solucién de sustrato de reaccion respecto de
la muestra es de 5:1. La mezcla de reaccion se incuba durante 30 minutos a una temperatura
de entre 25°C y 40°C; mientras se forman los colores. La intensidad del color resultante se
mide por fotometria a 546 nm y después la curva de calibracion de la dependencia de
absorbancia de la concentracién de sarcosina indicara la concentracion de sarcosina dentro de
la muestra.
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El sujeto de la invencién también incluye la tira de diagnéstico para la determinacioén cualitativa
y cuantitativa de sarcosina en una muestra bioldgica en la cantidad de 1 a 100 pug/ml con el uso
de las nanoparticulas de Fe,Os/Au con enzimas unidas por el método de conformidad con la
invencién. La tira de diagndéstico contiene una zona de muestra saturada con una solucién para
la zona de muestra que contiene nanoparticulas de Fe,Oz/Au en la cantidad de 0,1 a 0,5 mg/ml
en el ambiente de acido acético al 1% con enzimas unidas de sarcosina oxidasa con una
actividad de 1 a 15 kU/l y de peroxidasa de rdbano picante con una actividad de 1 a 20 kU/I
utilizando quitosano en una forma de unién de las enzimas a las nanoparticulas de Fe,Oz/Au
(modificacién de las nanoparticulas de Fe,Os/Au) de conformidad con la invencion. La tira de
diagnéstico también contiene una zona de reaccion saturada con una solucién de sustrato para
la zona de reaccién que contiene 4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona (AAP) en una
concentracién de 0,1 a 5 mM, sal de sodio de acido 3-(N-etil-3-metilanilina) propanesulfénico
(TOPS) en una concentracion de 0,1 a 4 mM en la solucién de fosfato de 40 a 60 mM con un
pH de 8,0. La tira de diagnéstico también contiene una zona de deteccioén y una zona final.

La tira de diagnéstico de conformidad con la invencién preferiblemente se compone de una
membrana que tiene las partes adherentes de 0,4 cm de ancho en ambos extremos. La
membrana preferiblemente tiene un ancho de 0,4 cm y una longitud de 6,0 cm. En un extremo,
esta provista de una zona de muestra de1,5 cm de largo, a la que le sigue en la direccion
longitudinal una zona de reacciéon de 5 cm de largo; a la zona de reaccion le sigue la zona de
deteccion de 2 cm de largo, y el segundo extremo de la tira esta provisto de una zona final de
cera de abeja de 0,5 de largo.

La zona de muestra y la zona de reaccion estan hechas preferiblemente de una malla de fibra
de vidrio; la zona de deteccién en la parte superior de la membrana se compone de papel de
filtro (Whatman 2, 5), y la zona final esta compuesta de cera de abeja en el otro extremo de la
tira para frenar el aumento por la accion capilar. La malla fibra de vidrio de 10 cm de largo de la
zona de reaccion se pega sobre la membrana con una cinta de manera que la malla de fibra se
pliegue por la mitad y, una vez que se pega sobre la membrana, se superpone a la zona de
deteccion longitudinalmente en 0,5 cm y al mismo tiempo se superpone al extremo de la tira
con la zona de muestra en 0,5 cm.

El sujeto de la invencién también incluye el método de determinacién cualitativa y cuantitativa
de la sarcosina en la muestra bioldgica utilizando la tira de diagnostico de conformidad con la
invencion afiadiendo una muestra bioldgica dentro de la solucién de desarrollo que contiene las
nanoparticulas de Fe,Oz/Au en una cantidad de 0,1 a 0,5 mg/ml en la solucién de fosfato de 40
a 60 mM con un pH de 8,0 modificadas por la sarcosina oxidasa que tiene una actividad de 1 a
15 kU/l y por la peroxidasa de rabano picante que tiene una actividad de 1 a 20 kU/l mediante
quitosano de una forma de conformidad con la invencién y fenol que tiene una concentracion
de 1 a 25 mM. La proporcion de volumen de la solucion de desarrollo respecto de la muestra es
de 5:1; después,se deja incubar la soluciéon de desarrollo con la muestra durante 15 minutos,
luego la zona de muestra de la tira de diagnéstico se sumerge dentro de la solucién y se deja
inmersa para que incube durante 30 minutos, mientras se produce la coloracién de la zona de
deteccion. Después de que haya aumentado durante 30 minutos y de que se haya producido la
reaccién en la zona de reaccién, el resultado se muestra en la zona de deteccion de la tira por
la coloracion de la zona de deteccion, cuya intensidad se evalla por densitometria, y después
la curva de calibracién de la dependencia de la sefal de la concentracién de sarcosina indicara
la concentracion de sarcosina dentro de la muestra. La muestra bioldgica puede ser orina,
suero, plasma o esperma.

Ejemplos de la invencién

Preparacion de las nanoparticulas de Fe-Os/Au

Tetrahidroborato de sodio que tiene una concentracién de 0,04 a 0,07 M se disuelve en un
3,5% de solucion de amoniaco y después se agrega en dosis pequefas agitando
constantemente de 300 a 400 rpm para disolver el nitrato de hierro que tiene una concentracién
de 0,02 a 0,06 M, yse agita de 5 a 10 minutos para que reaccione. El calentamiento tiene lugar
a 100°C durante una agitacion constante de 300 a 400 rpm por 1,5 a 2,5 horas. Una vez que ha
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transcurrido el tiempo, continua la agitacion durante otras 12 a 16 horas a RT. Posteriormente,
las particulas se separan por un iman y se lavan tres veces con 18 MQ de agua; después del
tercer lavado, las particulas se separan y se les aflade una solucion de acido tetracloroaurico
que tiene una concentraciéon de 0,5 a 2 mM. La agitacién tiene lugar durante 2,5 a 4 horas de
300 a 400 rpm a RT. Después, se anade una solucién del citrato de trisodio que tiene una
concentracién de 0,3 a 1,2 mM, y se continua agitando por otras 18 a 24 horas de 300 a 400
rpm y RT. Posteriormente, las particulas se separan por un iman y se lavan tres veces con 18
MQ de agua. Después del lavado, las particulas se separan por un iman y se secan a 45°C;
después, se rascan y se pulverizan.

Preparacién de una solucion de quitosano

Una solucién de quitosano se prepara pesando de 4 a 12 mg de quitosano y disolviéndolo en 1
mililitro de acido acético al 1% durante una agitacion constante de 150 a 350 rpm y RT durante
al menos 1 hora. La solucién preparada se almacena a una temperatura de 10 a 5°C a oscuras
durante un maximo de un mes.

Soluciéon de modificacion

La solucion de modificacién para las particulas magnéticas se prepara con NaCl 137 mM, KCI
2,7 mM, Na;HPO,4 10 mM y con KH,PO, 1,8 mM (pH 7,2) en agua estéril (18 MQ).

Solucion de union para las nanoparticulas

La solucion de union para las enzimas utilizadas se compone de agua estéril (18 MQ),
sarcosina oxidasa que tiene una actividad de 1 a 45 kU/l, peroxidasa de rabano picante con
una actividad de 15 a 35 kU/I y una solucién de fosfato con un pH de 8,0 con una concentracion
final de 40 a 60 mM.

Enzima unida a las nanoparticulas

Después de mezclar de 20 a 60 mg de nanoparticulas de Fe,Oz/Au que se han lavado tres
veces en la soluciéon de modificacién (véase mas arriba), de 40 a 70 ul de quitosano que tiene
una concentracion de 4 a 12 mg/ml en un acido acético al 1% y de 70 a 150 ul de la solucion
de unidn para las nanoparticulas (véase mas arriba) se afaden a una solucién de tripolifosfato
(TPP) de 400 a 600 wl en una concentracion de 1,7 a 3,2 mM en el ambiente de un acido
acético al 1%. La incubacion continua durante una hora a temperatura ambiente y agitando
constantemente.

Ajuste final de las nanoparticulas

Las nanoparticulas modificadas preparadas mantienen sus propiedades en la solucién a bajas
temperaturas (de 5°C a 10°C) en un ambiente acido (&cido acético al 1%) y a oscuras. Para
aumentar la estabilidad y mejorar las propiedades fisicas, es preferible liofilizar las particulas (a
una temperatura de -50°C, 3 mbar, durante 5 horas) y después ponerlas en el desecador. Las
nanoparticulas se deben homogeneizar a fondo antes de que se utilicen.

Solucidn de sustrato de reaccion

La solucién contiene 4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona (AAP) con una concentracion
de 0,1 a 5 mm, sal de sodio de acido 3-(N-etil-3-metilanilina) propanesulfénico (TOPS) en un
concentracién de 0,1 a 4 mM y fenol en una concentracion de 1 a 25 mM.

Prueba de la actividad de peroxidasa con cantidades diferentes de las nanoparticulas de
Fe-Oz/Au/CHITO/SOX NPs utilizando diferentes cantidades de sarcosina dentro de la muestra
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Se pipetearon de 5 a 50 pl de las nanoparticulas de Fe;O3/Au/CHITO/SOX NPs sobre la placa
de poliestireno — 5 ul, 10 pl, 20 pl, 30 pl, 40 ul y 50 pl. Se drenaron hasta secarse y se les
anadieron 125 pl de un sustrato coloreado (AAP, fenol, HRP en una solucion de fosfato con un
pH de 8,0) y 25 ul de concentraciones diferentes de sarcosina (de 0 a 100 pg/ml). Los
espectros (de 300 a 700 nm) se registraron con los pasos de medida de 2-nm. Las sefiales
individuales representaban las medidas en un intervalo de 15 minutos; el Gltimo registro se
realizé en el minuto 180 (Figura 5). Las medidas se tomaron a 25°C durante 3 horas. Los
resultados muestran que la medida en una concentracion de 0,1 a 0,5 mg/ml de las
nanoparticulas para una cantidad de 0 a 100 ug/ml de sarcosina dentro la muestra es linear (r=
0,99 y la pendiente de la linea oscilaba entre 0,0148 y 0,0189; el limite de deteccién oscilaba
entre 0,5y 1 ug/ml).

Prueba de toxicidad de los tipos de nanoparticulas seleccionadas de conformidad con las
metodologias disponibles [16]

La medicion se realizé en un intervalo de 30 minutos durante 18 horas sobre una microplaca. El
medio de cultivo LB se utiliz6 en una cantidad total de 250 pl por pocillo; el cultivo se produjo a
oscuras. La placa estaba protegida contra la evaporacion mediante una lamina transparente.
La temperatura de la incubacién de todos los organismos fue de 35°C. En intervalos de tiempo
de 30 minutos, las muestras se agitaron en una amplitud de 6 durante un periodo de 3
segundos. La toxicidad de las células eucaritdticas S. Cerevisiae y de las células procariéticas
E. Coliy S. Aureus se analizé para las nanoparticulas de los siguientes tipos: Fe,Os/Au NPs,
Fe,O3/Au/CHITO NPs, Fe,Os/Au/CHITO/SOX NPs y Fe,Os/Au/CHITO/SOX/HRP NPs. Los
valores IC 50 se determinaron por la curva de crecimiento en un periodo de tiempo de 12 horas
desde la inoculacién primaria (inicial para todos los organismos de DO de 0,1) y por un analisis
de probit utilizando un paquete de software integrado dentro del sistema de informaciéon LADYS
de cinco repeticiones independientes de la muestra analizada; la curva promedio de
crecimiento calculada se utilizd para la evaluacibn matematica. Se descubri6 que las
nanoparticulas que se utilizaron en concentraciones por debajo de 1,25 mg/ml no eran toxicas
para los modelos de células procariéticas y eucariéticas analizados (Figura 6).

Determinacion de la cantidad de sarcosina en orina

Se afadio la solucion de sustrato de reaccion (véase mas arriba) en unas cantidades de 250 pl
y de 50 ul de la muestra de orina a las nanoparticulas de Fe,Os/Au liofilizadas y modificadas
por el procedimiento anterior por la sarcosina oxidasa y la peroxidasa de rabano picante
utilizando una solucion de union (véase mas arriba) colocada en un tubo o en una placa, donde
la cantidad de las nanoparticulas de Fe,Os/Au liofilizadas constituia del 0,1 al 0,5 mg/ml de la
solucién de sustrato de reaccion. La mezcla de reaccion se incub6 durante 30 minutos a una
temperatura de 25°C a 40°C, después la intensidad del color resultante se midié por fonometria
a 546 nm, y la curva de calibracién de la dependencia de absorbancia de la concentracion de
sarcosina indicé la concentracion de sarcosina dentro de la muestra. Si no se produce la
coloracion, la prueba es negativa.

Tira de diagndstico para la determinacion cuantitativa y cualitativa de la sarcosina en una
muestra bioldgica

La tira de diagnéstico 1 se compone de una ldmina de plastico de 6,0 cm de largo y de 0,4 cm
de ancho, sobre la que esta pegada una membrana de nitrocelulosa. Sobre un extremo de la
membrana, estd pegada una malla de fibra de vidrio de 1,5 cm, constituyendo una zona de
muestra V que contiene nanoparticulas de Fe,Os/Au modificadas con la sarcosina oxidasa y
con la peroxidasa de rabano picante. Al lado de la zona de muestra V, longitudinalmente a lo
largo de la tira 1, sigue una malla de fibra de vidrio de 5 cm de largo en forma de una zona de
reacciéon D que contiene 4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona (AAP) y sal de sodio de
acido 3-(N-etil-3-metilanilina) propanesulfénico (TOPS). A la zona de reaccién D le sigue la
zona de deteccion E, la cual consiste en un papel de filtro Whatman (2, 5) de 2 cm de largo, y
el segundo extremo de la tira 1se compone de una zona final E de cera de abeja de 0,5 cm de
largo.
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Zona de muestra

Una membrana de vidrio que contiene nanoparticulas de Fe,Os/Au (liofilizadas) modificadas
con sarcosina oxidasa que tiene una actividad de 1 a 15 kU/l y con peroxidasa de rabano
picante que tiene una actividad de 1 a 20 kU/I utilizando quitosano mediante el método descrito
anteriormente de modificacion de nanoparticulas de oro utilizando una solucién de unién.

Solucion para la zona de muestra

Las nanoparticulas de Fe>Os/Au en una cantidad de 0,1 a 0,5 de un acido acético al 1% con las
enzimas unidas de sarcosina oxidasa que tiene una actividad de 1 a 15 kU/l y de peroxidasa de
rabano picante que tiene una actividad de 1 a 20 kU/I utilizando quitosano mediante el método
descrito anteriormente de union de nanoparticulas de oro utilizando una solucién de unién.

Zona de reaccion

Una membrana de vidrio que contiene 4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona (AAP) en
una concentracion de 0,1 a 5 mM y sal de sodio de &cido 3-(N-etil-3-metilanilina)
propanesulfonico (TOPS) en una concentracion de 0,1 a 4 mM en la solucién de fosfato de 40 a
60 mM con un pH de 8,0.

Solucion de sustrato para la zona de reaccion

4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona (AAP) en una concentracion de 0,1 a 5 mM y sal
de sodio de acido 3-(N-etil-3-metilanilina) propanesulfonico (TOPS) en una concentracion de
0,1 a4 mM en la solucion de fosfato de 40 a 60 mM con un pH de 8,0.

Solucidn de desarrollo

Nanoparticulas de Fe>Os/Au en una cantidad de 0,1 a 0,5 mg/ml en la solucion de fosfato de 40
a 60 mm con un pH de 8,0 con las enzimas unidas de sarcosina oxidasa que tiene una
actividad de 1 a 15 kU/I y peroxidasa de rabano picante que tiene una actividad de 1 a 20 kU/I
utilizando quitosano mediante el método descrito anteriormente de unién de nanoparticulas de
oro utilizando una solucion de unién y fenol de 1 a 25 mM.

Procedimiento de preparacion de la tira de diagndstico

Una lamina de vidrio de 1,5 cm de largo y de 0,4 cm de ancho se sumerge dentro de la
solucién para la zona de muestra V (véase mas arriba) y se deja secar a temperatura de
laboratorio durante 30 minutos, o se puede liofilizar a una temperatura de -50°C, a 3 mbar,
durante 5 horas.

La segunda lamina de vidrio de 10 cm de largo y de 0,4 cm de ancho se sumerge dentro de la
solucién de sustrato para la zona de reaccién D (véase mas arriba) y se deja secar a
temperatura de laboratorio durante 30 minutos, o se puede liofilizar a una temperatura de -
50°C, a 3 mbar, durante 5 horas.

Una lamina de plastico de 6 cm de largo y de 0,4 cm de ancho que tiene una membrana de
nitrocelulosa pegada sobre la superficie, recubierta con una cinta adhesiva. Un papel de filtro
de 2,5 cm de largo y de 0,4 cm de ancho que constituye la zona de deteccion E se pega sobre
la membrana después de quitar la cinta del extremo. El extremo de la lamina con la zona de
deteccion E de 0,5 cm de largo se satura en cera de abeja caliente durante 5 segundos, y se
deja secar durante 1 minuto sobre la tira 1 a temperatura de laboratorio. La zona de cera de
abeja sirve como la zona final E para frenar el aumento por la accion capilar. Después, la cinta
adhesiva se quita del otro extremo de la membrana de1,5 cm de largo, y una malla de fibra de
vidrio saturada con una solucién para la zona de muestra V (véase mas arriba) se pega sobre
ella una vez que se haya secado por completo o que se haya liofilizado; la solucidén contiene
nanoparticulas de Fe,O3;/Au con enzimas unidas cerradas dentro de la jaula de quitosano. Por
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encima de la zona de muestra V, se pega la segunda malla de fibra de vidrio, la cual constituye
la zona de reaccion D, saturada con una solucién de sustrato para la zona de reaccion D que
contiene 4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona (AAP) y la sal de sodio de acido 3-(N-etil-
3-metilanilina) propanesulfonico (TOPS). Esta malla de fibra de vidrio de 10 cm de largo se
pliega por la mitad y se pega a la membrana de manera que uno de sus extremos se
superponga en 0,5 cm al principio de la zona de deteccién E y su otro extremo se superponga
en 0,5 cm al extremo de la tira con la zona de muestra V. La zona de reaccidén D esta pegada
mediante una cinta a la membrana, de manera que la cinta se pega a 0,5 cm del extremo de la
zona de muestra V y el otro extremo de la cinta esta pegado a la zona de detecciéon E — sobre
la membrana de vidrio (Figura 7).

Método de determinacion cualitativa y cuantitativa de la sarcosina en plasma utilizando una tira
de deteccion

Utilizando un cuentagotas que forma parte del kit de diagnoéstico, se afade una gota (50u I) de
la muestra 3 del plasma dentro del recipiente con la solucién de desarrollo 2 (véase mas arriba)
de 100 ul en volumen. Se deja que el contenido del recipiente incube durante 15 minutos. Tras
la incubacién, se sumerge la zona de muestra V de la tira de diagnéstico 1en el recipiente y se
deja sumergida durante 30 minutos para que aumente por la accién capilar. La reaccién se
produce en la zona de reaccion D y el resultado se manifestara en la zona de deteccion E de la
tira 1 (Figura 7) por su coloracion. La intensidad de la coloracion de la zona de deteccién E se
evalla por densitometria yla curva de calibracion de la dependencia de la sefal de la
concentracion de sarcosina indicara la concentracion de sarcosina dentro de la muestra de
plasma. Si no se produce la coloracion, la prueba es negativa.

Aplicabilidad industrial

La prueba es adecuada para la determinacién rutinaria de la sarcosina en una muestra
bioldgica, especialmente de orina. El disefio es apropiado para la determinacion rutinaria de la
sarcosina en laboratorios de diagndstico y posiblemente en hogares. En funcion de esta
prueba, la informacién sobre el nivel de la sarcosina dentro de una muestra desconocida se
puede obtener con una alta sensibilidad. La determinacion es viable en un periodo de tiempo
deentre 0,5 a 1 hora utilizando aparatos normalmente disponibles. En comparaciéon con los
procedimientos convencionales (el andlisis de los aminoacidos por cromatografia liquida), el
tiempo de determinacion es significativamente mas corto y se requiere un procesamiento
minimo de la muestra.

Lista de numeros de referencia
1 — tira de diagnoéstico

2 —solucion de desarrollo

3 — muestra

A —ancho de la tira

B — largo de la tira

V — zona de muestra

D — zona de reaccién

E — zona de deteccion

F — zona final
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REIVINDICACIONES

Método de unidn delas enzimas sarcosina oxidasa yperoxidasa de rabano picante a las
nanoparticulas de Fe,Os/Au utilizando quitosano, caracterizado en quetanto el
quitosano en una concentracion de 4 a 12 mg/ml en una solucién de acido acético al
1%,como la solucién de unién de 70 a 500 pul en volumen que contiene sarcosina
oxidasa con una actividad de 1 a 45 kU/I, comola peroxidasa de rdbano picantecon una
actividad de 15 a 35 KU/l en una solucion de fosfato en una concentracion de 40 a 60
mM y con un pH de 8,0, y el tripolifosfato que tiene unaconcentracion de 1,7 a 3,2 mM
en el ambiente de acido acético al 1% con un pH de 4 se agregan a las nanoparticulas
de Fe,Os/Au de en una cantidad de 20 — 60 mg, las nanoparticulas de Fe,Oz/Au con la
adicién del quitosano, dela solucion de union y del tripolifosfato posteriormente se
incuban durante 60 minutos a temperatura ambiente y se agitan constantemente, lo
cual da como resultado la formacion de las nanoparticulas de Fe,Os/Au con las
enzimas unidas con un tamano de 20 a 60 nm, las cuales después se almacenan a
oscuras auna temperatura comprendida entre los5 y los 10°C.

Método de unidén de enzimas a las nanoparticulas de Fe,O3/Au segun la reivindicacién
ndamero 1, caracterizado en que las nanoparticulas de Fe,Os/Au formadas con las
enzimas unidas se liofilizan durante 5 horas a una temperatura de -50°C y a una
presién de 3 mbar.

Uso de las nanoparticulas de Fe;Oz/Au con las enzimas unidas obtenidascon el
método segln las reivindicaciones que van de la 1 a la 2 para la determinacion
cualitativa y cuantitativa de la sarcosina en una cantidad de 1 a 100 pg/ml en una
muestra bioldgica.

Uso de las nanoparticulas de Fe,Osz/Au segun la reivindicacion numero 3,
caracterizado en que la muestra bioldgica es orina, suero, plasma o esperma.

Método de determinacién cualitativa y cuantitativa de la sarcosina en una cantidad de 1
a 100 ug/ml en una muestra biol6gica utilizando las nanoparticulas de Fe,Og/Au con las
enzimas unidas por el método segun las reivindicaciones que van de la 1 a la 2,
caracterizado en quea estas nanoparticulas de Fe,Os/Au que tienen una
concentracion de 0,1 a 0,5 mg/ml en una solucién de fosfato de 40 a 60 mM con un pH
de 8,0, se afade la solucion de sustrato de reaccion, la cual contiene 4-amino-2,3-
dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona, sal de sodio de 4&cido 3-(N-etil-3-metilanilina)
propanesulfénico, fenol y la muestra, donde la concentracion de 4-amino-2,3-dimetil-1-
fenil-3-pirazolin-5-ona es de 0,1 a 5 mM, la concentracion de la sal de sodio de acido 3-
(N-etil-3-metilanilina), propanesulfénico es de 0,1 a 4 mM y la concentracion del fenol
es de 1 a 25 mM en el volumen total de la mezcla de reaccién con la muestra, donde la
proporcién de volumen de la solucién de sustrato de reaccién respecto de la muestra
es de 5:1, la mezcla de reaccion después se incuba durante 30 minutosa una
temperatura de 25°C a 40°C mientras se produce la coloracion, cuya intensidad se
mide por fotometria a 546 nm, y después la curva de calibraciénde la dependencia de
absorbanciade la concentracion de sarcosina indicara la concentracion de sarcosina
dentro de la muestra.

Método de determinacion cualitativa y cuantitativa de la sarcosina en la muestra
bioldgica segun la reivindicacién nimero 5, caracterizado en que la muestra biol6gica
es orina, suero, plasma o esperma.

Tira de diagndstico (1) para la determinacién cualitativa y cuantitativa de la sarcosina
en una muestra biolégica en una cantidad de 1 a 100 pg/ml utlizando las
nanoparticulas de Fe,Os/Au con las enzimas unidas por el método segun las
reivindicaciones que van de la 1 a la 2, caracterizada en que se compone de una
zona de muestra (V)saturadadeuna solucién para la zonade muestra (V) que contiene
nanoparticulas de Fe,Os/Au en una cantidad de 0,1 a 0,5 mg/ml en el ambiente del
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acido acético al 1% con las enzimas unidas desarcosina oxidasa que tiene una
actividad de 1 a 15 kU/I y deperoxidasa de rabano picanteque tiene una actividad de 1
a 20 kU/l, de una zona de reaccion(D) saturadaconuna soluciéon de sustrato para la
zona de reaccién (D) que contiene 4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-ona que
tiene una concentracién de 0,1 a 5 mM, sal de sodio de acido 3-(N-etil-3-metilanilina)
propanesulfénico que tiene una concentracion de 0,1 a 4 mM en una solucién de
fosfato de 40 a 60 mM con un pH de 8,0, asi como también de una zona de
deteccion(E) y de una zonafinal (F).

Tira de diagnéstico (1) segun la reivindicacion nimero 7, caracterizada en que
consiste en una membrana de 0,4 cm de ancho y de 6 cm de largo, la cual en un
extremoesta provistade una zona de muestra (V) de 1,5 cm de largo, al lado de la cual
hay una zonade reaccién (D) de 5 cm de largo en el sentido longitudinal de la tira (1), y
ala zonade reaccién (D) le sigue una zona de deteccién (E) de 2 cm de largo, y el otro
extremo de la tira (1) esta provisto de una zonafinal (F) de 0,5 cm de largo, donde la
zona de reaccién (D) se superpone al extremo de la tira (1) con la zona de muestra (V)
en 0,5 cm y la zonade deteccion (E) longitudinalmente en 0,5 cm.

Tira de diagndéstico (1) segun las reivindicaciones que van de la 7 a la 8, caracterizada
en que la zona de muestra (V) y la zona de reaccion (D) estan hechas de malla de
fibra de vidrio, la zona de deteccion (E) esta hecha de papel de filtro y la zona final (F)
esta hecha de cera de abeja.

Método de determinacién cualitativa y cuantitativa de la sarcosina en una muestra
biologica utilizando la tira de diagnéstico (1) segun las reivindicaciones que van de la 7
a la 9, caracterizado en quela muestra (3) se agregaa una solucién de desarrollo (2)
que contiene nanoparticulas de Fe,Oz/Au en una cantidad de 0,1 a 0,5 mg/ml enla
solucién de fosfato de 40 a 60 mM con un pH de 8,0 con las enzimas unidas de
sarcosina oxidasa conuna actividad de 1 a 15 kU/I y deperoxidasa de rabano
picantecon una actividad de 1 a 20 kU/I y fenol que tiene una concentracién de 1 a 25
mM, donde la proporcién de volumen de la solucién de desarrollo respecto de la
muestra es de 5:1, despuésse deja incubar la solucién de desarrollo con la muestra
durante 15 minutos, luego la zona de muestra (V) de la tira de diagnostico (1) se
sumerge dentro de la solucién y se deja inmersa para que incube durante 30 minutos
mientras se produce la coloracién de la zona de deteccion (E), cuya intensidad se
evalla por densitometria, y después la curva de calibracién de la dependencia de la
sefal de la concentracion de sarcosina indicara la concentracion de sarcosina dentro
de la muestra.

Método de determinacion cualitativa y cuantitativa de la sarcosina en la muestra

biolégica segun la reivindicacion numero 10, caracterizado en que la muestra
biolégica es orina, suero, plasma o esperma.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 6
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